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1    IL CASO LUCCHESE.  SCOPO DELLA RICERCA 
 
 1.1   Uno sguardo alla storia 
 
Per capire in che misura l’arrivo di popolazioni alloctone e l’apporto nei secoli dei contatti 
con altre culture ha influenzato la struttura della popolazione attuale è necessario fare un 
percorso a ritroso nel tempo che ci conduce oltre la storia.  
Il paleoambiente della conca lucchese era assai diverso rispetto alla situazione odierna, se 
è vero che l’ambiente nel corso dei secoli ha influenzato l’evoluzione e la diffusione 
dell’uomo, è pure vero che un popolo vi si può introdurre solo se possiede capacità adattative 
e culturali capaci di colonizzarlo e modificarlo. Le scoperte relative ad insediamenti del 
Paleolitico, del Mesolitico, del Neolitico e di numerose grotticelle sepolcrali eneolitiche, 
testimoniano l’antica frequentazione umana dell’area lucchese. I più antichi manufatti litici 
appartengono al paleolitico inferiore (350.000 anni fa). Tra 80.000 e 10.000 anni fa durante 
la glaciazione würmiana, prima l’uomo di Neanderthal, e poi il Sapiens sapiens lascerà 
testimonianze della sua presenza nella parte sud-orientale della pianura lucchese (Mencacci 
et al., 1976). In questo periodo la conca lucchese compresa tra gli alvei dei fiumi Serchio e 
Arno, si presentava ricca di dorsi alluvionali, di insulae tra braccia di fiume mutevoli, che 
negli ultimi millenni facilitarono lo sviluppo di insediamenti (Mencacci et al., 1982). Il 
ritrovamento di manufatti litici rappresentano gran parte delle culture preistoriche sino al 
Bronzo medio, dopo di che scompaiono le tracce di frequentazione che si ripresentarono nel 
VIII secolo a.C. (Villanoviano) per proseguire ininterrottamente con gli Etruschi e i Romani. 
I secoli non rappresentati da testimonianze archeologiche furono probabilmente caratterizzati 
da un peggioramento delle condizioni climatiche, particolarmente umido e piovoso, che 
determinarono l’allagamento della piana spingendo i gruppi umani verso le alture. La 
situazione iniziò a ristabilirsi con la ‘rotta’ del Paleoserchio che probabilmente a partire dal 
XIV – XII secolo si aprì una seconda via attraverso le strette di Ripafratta permettendo il 
deflusso delle acque dalla piana. La nuova rotta del fiume verso sud-ovest determinò radicali 
trasformazioni ambientali che influenzarono l’abitabilità della zona (Mencacci et al., 1982). 
Le ultime testimonianze archeologiche prima del gap temporale, a parte le due piroghe del 
Bronzo medio rinvenute nella torbiera di Orentano, risalgono all’età del Rame. La 
sostanziale omogeneità del quadro culturale eneolitico, cioè il seppellimento  in grotta dei 
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cadaveri dovuto a fattori più o meno intenzionali (Cocchi Genick et al., 1985),  ha preservato 
parte degli scheletri, per la gran parte recuperati a cavallo del Novecento, che oggigiorno 
costituiscono il substrato più antico dai cui parte la presente indagine antropologica su Lucca 
e il suo territorio, in particolare quella paleogenetica e paleonutrizionale. L’uso di grotte 
naturali e di crepacci per deporvi i cadaveri, che nella gran parte dei casi si ritrovano 
sconvolti a causa delle successive frequentazioni degli ambienti, era il rituale di 
seppellimento tipico delle genti eneolitiche nella Toscana  nord-occidentale a nord dell’Arno. 
Un’usanza assai diversa dalle culture centro-meridionali di Rinaldone, del Gaudo e di 
Laterza (grotticella artificiale) e dalla zona padana e mineraria toscana (tomba a fossa) 
(Cocchi Genick et. al., 1985).  Le vicende del popolamento dell’area si perdono nella 
nebulosa protostoria che vedono l’alternanza di genti diverse, se non nel genotipo, 
sicuramente sotto l’aspetto culturale. Intorno all’anno mille a.C. tribù germaniche 
provenienti dal nord Europa presero stabile dimora nella pianura che si estendeva ad ovest 
del lago di Bietina  percorsa dai corsi d’acqua Serchio e Ozzeri (Giovannini, 2003); ed 
infatti, l’etimologia del toponimo Lucca, non avrebbe radici etrusche, ligure o celtoligure, 
‘Luck’ luogo paduligno così come un tempo fu accreditata (Mancini, 1975), ma sarebbe di 
origine indoeuropea, ‘Lawk’ successivamente latinizzato in ‘Luca’. Essendo terra di confine 
la pianura lucchese passò a più riprese in mano ligure ed etrusca e successivamente anche 
romana. A partire dal IV secolo a.C. la romanizzazione dell’area Toscana determinò un 
relativo spopolamento dei prosperi insediamenti etruschi collocati principalmente nel sud 
della regione a favore del nord ponendo la base per la nascita di nuovi centri (Pisa, Firenze, 
Fiesole,Volterra, Lucca ecc.) (Francovich, 1999).  Nel 180 a.C. Lucca  fu costituita colonia 
latina.  
La presenza romana costituì una nuova compagine sociale che assorbì la popolazione 
locale Etrusca e Ligure, i territori vennero bonificati e riorganizzati e fondamentale fu la 
realizzazione di una grande rete di strade consolari che collegavano la regione a Roma e 
all’Italia settentrionale. ‘Luca’ assunse ben presto un ruolo di primaria importanza nei 
rapporti militari, amministrativi e commerciali, era servita da quattro coppie di strade, due 
per ogni porta, una primaria e una secondaria (Fig. 1.1a). Le otto strade disposte a raggiera 
erano collegate tra loro da una rete di diverticola e di vie secondarie, le vie ‘vicinales’ che 
collegavano il municipium lucchese con i pagi più lontani. Una strada consolare 
probabilmente esistente già nel II-I sec a.C., detta Cassia o Clodia, collegava la regione da un 
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lato ad Arezzo e di qui a Roma, dall’altro alla viabilità costiera. Verso nord, attraverso la 
valle del Serchio, dove ancora si conservano alcuni toponimi viari (Sesto di Moriano, 
Valdottavo, Diecimo), si snodava la via Luca - Parma. Altre strade permettevano ancora di 
raggiungere la costa: verso Pisa, aggirando i Monti Pisani, e verso Luni, attraverso la Val 
Freddana  (http://luccapro.sns.it/ita/non/arc), la via Faetina metteva in comunicazione 
l’Etruria con l’Emilia (Riparbelli A, 1982). Quindi è indubbio che Lucca già dal tempo dei 
romani fosse un importante nodo viario. 
La divisione dell’impero Romano in quelli d’Occidente e d’Oriente e i grandi spostamenti 
di popolazioni che si muovevano a partire dalle vaste pianure mongoliche segnarono la 
decadenza della supremazia romana. 
 L’Alto Medioevo quindi s’apre all’insegna dei grandi movimenti migratori forieri di 
trasformazioni che si intersecano con i cambiamenti apportati da un altro tipo di migrazione, 
quella a breve raggio. Essa è determinata da spostamenti continui come ad esempio quelli per 
matrimoni, o quelli legati al commercio, alla transumanza, o ai movimenti di inurbamento 
notoriamente legati a periodi non prosperi di carestie e instabilità politica. In modo fluttuante 
la migrazione a breve raggio determina il mescolamento di culture, beni materiali e persone. 
Per registrare una stasi dei grandi flussi migratori in Toscana si dovrà aspettare l’XI secolo; 
infatti, è proprio dopo l’anno Mille che gli studiosi individuano gli elementi di continuità 
ancora presenti nella struttura della popolazione attuale (Francovich, 1999). 
I mongoli spingevano le popolazioni germaniche a spostarsi verso ovest, sud-ovest, 
forzando i confini nord-orientali dell’impero; iniziarono così le invasioni barbariche che si 
spinsero ben due volte sino a Roma. “Quando Lucca divenisse Longobarda al certo non si 
sa, ma può essere stato verisimilmente regnando Alboino”, vale a dire prima del 574 
(Mazzarosa, 1841) e la dominazione si protrasse per circa due secoli (Giovannini, 2003). 
Lucca era il centro del potere della Tuscia longobarda, gli insediamenti nella lucchesia e nel 
pistoiese erano sparsi e pare che le genti d’origine longobarda fossero esigue (Frankowich, 
1999). L’irruzione longobarda in Italia fu dal punto di vista demico scarsamente incisivo, si 
parla di qualche centinaio di migliaia di invasori (Del Panta et al., 1996). Sotto il regno del re 
Autari (584-590) fu aperta, ricalcando i preesistenti tracciati romani, la via Francigena  per 
collegare il regno di Pavia con la Tuscia attraverso percorsi alternativi a quelli controllati dai 
bizantini, per cui il passo della Cisa rimase la scelta obbligata per attraversare l’Appennino e 
quindi la Parma-Lucca, che usava tale valico, rimase la sola strada praticabile (Stopani, 
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1998); l’uso del passo della Cisa anticamente detta via di monte Bardone è ricordato pure dal 
cronista Paolo Diacono “… per Alpem Bardonis Tusciam ingressus”. Il percorso seguiva gli 
itinerari dei pellegrini diretti a Roma e in Terrasanta snodandosi longitudinalmente lungo la 
penisola. Molti furono i monasteri istituiti che fungevano da spedali per l’accoglienza dei 
viandanti piuttosto che da istituti religiosi. Essi si trovavano nei punti nodali della via per 
Roma e anche in Lucca e negli immediati dintorni della città sorsero molti xenodochia 
(luogo di ricetto per forestieri) e molte  abbazie, alcune delle quali già in epoca longobarda 
(Stopani, 1998).  La via Francigena viene considerata la strada più antica d’Europa, 
proveniva dalla Francia, varcava le Alpi e gli Appennini in corrispondenza del Passo della 
Cisa. Prese il nome di ‘Francigena’ o ‘Francesca’ quando, con la costituzione del Sacro 
Romano Impero e la discesa di Carlo Magno a Roma per l’incoronazione nella notte del 
Natale del 800, i Franchi cominciarono a percorrerla; solo più tardi raccordandosi con la 
Romea fu chiamata anch’essa Romea, perché conduceva a Roma. Non si arrestarono le 
fondazioni di abbazie, l’assistenza ai pellegrini e ai viandanti costituiva un compito di 
carattere pubblico. Durante il X e XI secolo il numero di pellegrini, mercanti e persone di 
ogni estrazione sociale che si mettevano in viaggio, percorrendo tutta l’Italia, per motivi 
religiosi o commerciali, divenne sempre più consistente. Tra i secoli XI e XII la strada è il 
punto d’incontro delle tre peregrinationes maiores della cristianità: Roma, sede delle tombe 
di San Pietro e Paolo, la Terrasanta e il Santo Sepolcro e, infine, Compostela per la 
venerazione delle spoglie di San Giacomo (Stopani, 1998).  Era una strada variabile nei 
percorsi a seconda delle stagioni,  il tracciato divenne più stabile con i Franchi, però 
presentava alcuni punti che costituivano passaggi obbligati per chiunque; Lucca, infatti, era 
una meta obbligata per la presenza del Volto Santo. La statua di Gesù Cristo detta la Santa 
Croce o Volto Santo “… fatta in parte da Nicodemo e in parte da gli Angeli” era custodita e 
adorata nel duomo di Lucca, la devozione coinvolgeva la gente del luogo e numerosi 
forestieri (Paolucci, 1718). Tra l’altro la città si trova vicina al porto di Pisa che in epoca 
Alto medievale era il più importante della costa Tirrenica tra Civitavecchia e Genova.  
Lucca sin dall’epoca Tardo antica è al centro di una viabilità importante, la centralità, 
l’arrivo e il passaggio di popolazioni e de gli eserciti favorirono scambi commerciali e 
culturali e un apporto umano differenziato. 
Appare chiaro che le lontane, lontanissime origini della popolazione sono miste e 
profondamente segnate dalle diverse dominazioni. 
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Figura 1.1a – Lucca romana: rete viaria primaria e secondaria (da Riparbelli, 1982).  
 
1.2    Cenni di demografia 
 
La vicenda demografica in dimensione diacronica della città di Lucca e dintorni è piuttosto 
difficile da seguire, in quanto prima del XIII secolo la documentazione si fa molto sporadica 
e non esauriente (Beloch). Quindi per il periodo antecedente a tale secolo, si cercherà di fare 
una panoramica demografica proiettando su Lucca l’evoluzione della popolazione della 
Toscana e dell’Italia. L’andamento della popolazione nel corso dei secoli sembra 
rispecchiare le caratteristiche proprie delle popolazioni di antico regime demografico, nelle 
quali la bassa speranza di vita, le ricorrenti epidemie e crisi di mortalità frenavano lo 
sviluppo demografico. 
A partire dall’anno 0 la fase d’espansione demografica dell’era cristiana termina nel 200, 
segue poi una lunga caduta che porterà la popolazione italiana ben al di sotto del valore 
 9 
iniziale. La recessione demografica della tarda antichità e del primo medioevo ridusse la 
popolazione di circa la metà. La crisi demografica delle città è attestata a partire dalla metà 
del III secolo quando alcune di esse, tra cui Lucca, ricostruirono le mura lasciando fuori 
quartieri un tempo popolati per difendersi meglio (Barni, in Del Panta et al., 1996). 
All’irruzione armata dei popoli germanici nel primo Medioevo  fece seguito lo stanziamento 
sulle terre conquistate e la progressiva fusione con le antiche popolazioni.  
La lenta ripresa ci metterà quasi mille anni prima di raggiungere intorno al 1200 un 
numero di 8,5 milioni di abitanti all’incirca uguale ai valori iniziali dei primi due secoli dopo 
Cristo; la crescita prolungata raggiunse il culmine nel 1300. La ripresa della popolazione 
nelle città intorno al X-XI secolo segna il trionfo dell’urbanesimo all’inizio del Trecento. I 
sistemi urbani più importanti erano situati lungo le principali direttrici; nella Toscana centro 
settentrionale ci sono grandi e importanti città che, in età classica, avevano svolto un ruolo 
secondario (Pinto, 1993); città quali Firenze, Pisa e Siena e un reticolo di centri minori, tra 
cui Lucca (Del Panta et al. 1996), una delle poche città medievali rilevanti a vantare 
significativi trascorsi romani (Pinto, 1993).  Tra il 1300-1338 Lucca contava molto 
probabilmente più di 20-25.000 abitanti, 30.000 secondo il Pinto (1988), nei secoli 
precedenti era stata quasi sicuramente il principale polo urbano della regione svolgendo un 
ruolo di primo piano nel commercio e nella finanza internazionale (Ginatempo et al., 1990). 
Ma a metà del secolo la mano delle carestie, delle guerre e la falce della Peste Nera 
causarono il declino demografico, determinando soprattutto lo svuotamento del contado, che 
si protrasse fino al 1450. Le epidemie che colpirono Lucca e le Sei Miglia (territorio che si 
estendeva intorno alla città per 250 kmq. Il Repetti la definì come “Una campagna 
d’irregolare periferia”) furono assai numerose: 1348, 1363-64, 1373, 1383, 1392, 1400 e 
1418. L’epidemia del 1400 fu la più terribile, secondo le cronache del tempo in città 
morivano fino a 140 persone al giorno, ed i suoi effetti si evidenziano chiaramente nella 
piramide dell’età del periodo, che mostra una netta strozzatura nella classe tra i 15 e i 19 
anni. In generale la ciclicità degli eventi pestilenziali interrompeva puntualmente le riprese 
demografiche; ma per il contado lucchese la bassa età al matrimonio, la limitata differenza 
d’età tra i coniugi e il lungo periodo fecondo favorirono l’espansione demografica che 
continuò anche alcuni anni dopo la pestilenza del 1400 (Leverotti, 1984). Sulla base dei libri 
del debito pubblico e dell’estimo degli ultimi decenni del XIV secolo la città avrebbe contato 
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circa 10.000 abitanti,  per le vicarie circa 30.000 anime e per le Sei Miglia una popolazione 
di 9.000 unità, per un totale quindi poco meno di 50.000 abitanti (Pinto, 1988). 
All’inizio del 1400 i pivieri (la campagna) si trovavano in uno stato di abbandono e di 
spopolamento dovuto alle guerre e alle pestilenze, tale da indurre l’emanazione di un decreto 
che premiava con l’immunità fiscale per dieci anni tutti i forestieri che avessero accettato di 
coltivare e abitare le Sei Miglia. Ben presto i forenses, pistoiesi, pisani, fiorentini, napoletani, 
tudertini e albanesi, si sostituirono ai lucchesi. Sempre in questo periodo, l’apporto di 
stranieri d’altro tipo riguardava la città di Lucca, pare che, secondo un vecchio studio 
intitolato ‘Le schiave orientali in Italia’, le schiave in Lucca fossero molto numerose; ed 
infatti il numero degli infanti abbandonati, che venivano raccolti ed esposti all’ospedale di 
San Luca, erano, secondo i vecchi registri dello spedale, per la maggior parte figli di schiave 
(Leverotti, 1984). Soprattutto dopo la pestilenza del Quattrocento la popolazione dello stato 
di Lucca dovette subire un calo. Se per la città appare improbabile un’ulteriore flessione 
rispetto ai 10.000 abitanti della fine del Trecento, che rappresentavano di già un limite molto 
basso, si può invece supporre per il contado un calo ulteriore del 10-20% che avrebbe portato 
la popolazione intorno al terzo decennio del XV secolo a circa 30-35.000 abitanti (Pinto, 
1988). 
Lucca alla metà del XV secolo contava da 6.000 a 10.000 abitanti. La ripresa delle città 
toscane arriva tardivamente Lucca, invece, vive un vivace recupero e nel 1540 torna ad avere 
circa 20.000 abitanti (Ginatempo et al., 1990). L’ipotesi di 40-45.000 abitanti per lo stato 
lucchese  all’inizio del Quattrocento sembra accettabile (Pinto, 1988). Sebbene 
l’incompletezza delle fonti non consenta di seguire nitidamente lo sviluppo demografico 
della città e del contado è certo che nella prima metà del Cinquecento la popolazione cresce a 
seguito dell’impulso delle attività mercantili cittadine tanto che intorno alle antiche mura si 
moltiplicano le abitazioni e la città si distende nei borghi. Nel 1540 la ‘summa buccharum’ 
conta più di 18.000 unità in città e quasi 32.000 nelle Sei Miglia (Berengo, 1962; Pinto, 
1988).  
Verso la metà del XVI secolo, malgrado la ripresa quattro-cinquecentesca, la Toscana 
esercitò un ruolo secondario nello sviluppo demografico ed economico italiano dell’età 
moderna registrando un popolamento urbano pressoché stabile rispetto a quello in crescita 
delle città del Nord, di Roma e delle ‘capitali’ del Mezzogiorno, ed infatti gli abitanti di 
Lucca si aggiravano ancora intorno a 15-20.000 (Del Panta et al., 1996; Ginatempo et al., 
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1990). In generale l’incremento della popolazione italiana in questi secoli va un po’ a 
singhiozzo, si ricorda infatti la crisi tra Cinque e Seicento (l’ondata di peste del 1629-31 
coinvolse anche Lucca). Prenderà a crescere in modo continuativo a partire dalla seconda 
metà del XVII secolo, una lunga fase di lenta evoluzione caratterizzata da un inizio di 
modernizzazione del tessuto economico sociale. (Del Panta et. al., 1996). 
Lo sviluppo demografico a partire dal XVI secolo  della Repubblica di Lucca è riportato 
nella tabella 1.2a tratta dal lavoro dello storico  Beloch.  La peste del 1630 deve aver fatto 
15.000 vittime nel contado, pertanto nel corso del XVII secolo non può essersi verificato un 
incremento della popolazione, tutt’al più saranno state recuperate perdite. Di conseguenza la 
popolazione avrebbe compreso già verso il 1600 un numero di circa 85.000 abitanti e inclusa 
la capitale circa 110.000. 
Da questa breve panoramica ci si rende conto di quanto il territorio lucense, sin dai tempi 
antichi, ebbe una compagine umana variegata, plasmata dal determinismo degli eventi 
naturali e dalle azioni umane. 
 
 
 
Lucca Territorio Totale 
Abitanti/kmq 
Con Lucca        Senza Lucca 
1331 18000 - - -                          - 
1583 24000 [86000] 110000 100                      78 
1645 25000 - - -                          - 
1733 - - 113190           103                       - 
1744 20770 85829 106599  97                       78 
1758 - - 118000           107                       - 
1818 - - 126545           115                       - 
1833 23132 134284 157416 141                     122 
 
Tabella 1.2a -  Sviluppo demografico di Lucca e contado. 
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1.2.1   Demografia toscana tra XIV - XX secolo 
 
Nel periodo preso in considerazione, l’evoluzione demografica della Toscana, è simile a 
quella dell’Italia, e salvo alcune particolarità, a quella del resto d’Europa (Corsini, 1988). 
La popolazione Toscana dei primi del Trecento supera certamente il milione di abitanti. 
Intorno al 1430 ha circa 420 - 430.000 abitanti. Per quasi cinquant’anni i livelli demografici 
non subirono modificazioni sostanziali, solo nell’ultimo terzo del XV secolo i segni della 
ripresa cominciarono a manifestarsi in modo univoco in tutte le parti della regione (Pinto, 
1988). Seguì nel XVII secolo un periodo di ristagno, circa 700.000 persone, e il successivo 
lungo processo di crescita demografica, accelerato a partire dalla seconda metà del XVIII 
secolo - ai primi dell’Ottocento supera il milione, agli inizi del Novecento è intorno ai due 
milioni e mezzo - fino a buona parte del XX e in fase di visibile rallentamento in 
quest’ultimo periodo. Oggigiorno la popolazione è di circa tre milioni e mezzo (Corsini, 
1988). 
 
1.3    Provenienza dei campioni osteologici. Qualche considerazione 
 
Eneolitico, Bronzo: Grotte  
I resti scheletrici preistorici provengono dalle grotte della regione della bassa Versilia, 
della Garfagnana e del pisano e sono nel complesso attribuibili a genti vissute a cavallo tra la 
fine del Neolitico e l’inizio dell’Età dei Metalli. Si tratta di materiale piuttosto frammentario 
che dal punto di vista morfologico ha rilevato elementi di eterogeneità antropologica della 
regione, dato che non meraviglia visto l’ampio spazio cronologico preso in considerazione. Il 
Formicola (1980) riscontrò differenze nei caratteri morfologici dei reperti ossei rinvenuti 
nella zona costiera e in quella interna, tanto da ipotizzare una persistenza di modelli più 
antichi nelle valli interne poco accessibili alle forme rinnovatrici che si manifestavano nei siti 
costieri.  La mobilità di questi pastori cercatori di metallo invece, sembra essere la chiave per 
interpretare la presenza di elementi diversi, il substrato mediterranoide di tipo antico che 
testimonia il contributo di popolazioni paleo-mesolitica e la presenza di caratteri nuovi giunti 
probabilmente da vie di terra o di mare (Mallegni, 1985). Non conoscendo la corretta 
successione cronologica delle varie stazioni non c’è la possibilità di cogliere eventuali 
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cambiamenti di popolazione o di conoscere se e quando si sono avute infiltrazioni di nuovi 
tipi umani. 
Lo studio del materiale osteologico, frammentario e non sempre in un buon stato di 
conservazione, ha suggerito la presenza di un substrato mediterranoide di tipo arcaico quale 
testimonianza di vecchie popolazioni di ascendenza paleo-mesolitica già presenti su tutto il 
territorio italiano (Mallegni, 1985). In particolare si riscontra un’affinità con i neolitici della 
Liguria anche se nella Toscana centrale il fenomeno è mascherato dalla presenza di maggior 
brachicefalia dovuta ad apporti genetici di popolazioni molto probabilmente dell’Italia 
meridionale (Mallegni, 1985). 
 
?  Buca tana di Maggiano (colline di Maggiano, Lucca): è il giacimento eneolitico più 
importante dell’entroterra lucense (Mencacci et al., 1976), costituito da una cavità naturale 
utilizzata come luogo di sepolture collettive (Cocchi Genick et al., 1989). La grotta venne 
usata come sepolcreto da genti appartenenti alla cultura di Remedello (età del Rame) e in 
possesso della cultura di Lagozza (Neolitico finale, seconda metà del IV millennio a.C.) 
(Corazza, 1969). Il deposito di ossa caotiche venne attribuito all’eneolitico (Puccioni, 1914). 
Il materiale osteologico presenta strette somiglianze con resti eneolitici particolarmente con 
quelli della vicina grotta di Agnano (Paoli, 1969). Prevalente dolicomorfia (cranio stretto e 
allungato in senso antero-posteriore), bassa statura e struttura gracile. Reminescenze 
mesolitiche potrebbero esser state ereditate  dalle più antiche popolazioni liguri (Parenti et 
al., 1960). Anche la distribuzione dei gruppi sanguigni del sistema ABO è risultata simile a 
quella del campione di Agnano (Grotta del Leone) che si discosta dalle distribuzioni della 
Toscana e dell’Italia (Paoli, 1969). Un recente riesame dei materiali archeologici ha 
individuato una frequentazione anche medievale che probabilmente ha inquinato e alterato il 
sito (Ciampoltrini, 2000). 
 
?     Grotta all’Onda (Versilia. Camaiore, Lucca): cavità naturale utilizzata anche a scopo 
abitativo per stanziamenti occasionali (Cocchi Genick et al., 1989), ha restituito industria 
musteriana, ceramiche neolitiche, eneoliteiche e dell’età del bronzo (Formicola, 1980; 
Amadei, 1985). Frequentazione pressoché ininterrotta dalla preistoria sino all’età del Bronzo, 
sporadica in età storica. Secondo lo studio delle industrie litiche la frequentazione è ridotta 
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nel paleolitico e invece più evidente in età eneolitica; tra le due culture esiste una netta 
separazione stratigrafica (Graziosi, 1931). 
 
?   Grotta Calomini (Garfagnana, Lucca):  cavità naturale utilizzata per sepolture 
collettive (Cocchi Genick et al., 1989). Sui reperti scheletrici si riconoscono elementi di 
arcaicità e tratti di tipo paleomediterraneo che ricordano soprattutto i neo-eneolitici liguri 
(Formicola, 1980). 
 
?     Riparo del Lauro (Versilia. Candalla, Lucca): il riparo sottoroccia fu utilizzato a 
scopo abitativo per stanziamento occasionale; riferibile al Bronzo medio (Cocchi Genick, 
1987).  Gli insediamenti di Candalla furono scoperti dal gruppo archeologico di Camaiore 
nel 1981 e pare risalgano all'età del Bronzo (da 3.500 a 3.000 anni  fa), ma la troviamo 
annoverata anche tra i siti eneolitici della provincia di Lucca (Cocchi Genick et al., 1989).  
 
?    Grotta del leone (Agnano, Pisa): ritrovata industria litica del Paleolitico superiore, 
pochi strumenti in osso e in metallo inquadrabili nell’ambito dell’età dei metalli o in un 
momento iniziale di essa (Radi, 1985), utilizzata nell’Eneolitico per sepolture collettive 
(Cocchi Genick et al., 1989). Le ossa umane sono state rinvenute  nello strato intermedio 
(Eneolitico) del deposito. Molte erano incluse nella stalagmite che separava lo strato 
superiore da quello medio; ciò fa pensare che esse siano rimaste in superficie  dopo che la 
grotta cessò di essere frequentata dagli uomini dell’Eneolitico. Se ciò fosse vero si dovrebbe 
escludere una vera e propria inumazione a favore di una semplice deposizione dei corpi. 
Secondo Parenti (1960) il gruppo presenta un insieme di caratteristiche, probabilmente 
arcaiche, che si discostano dal tipo mediterraneo classico e ipotizza una possibile forma di 
‘scivolamento’ di geni dalle popolazioni mesolitiche della Liguria a quelle successive. Da 
una recente revisione del materiale osteologico è emerso un tipo fisico unitario senza 
elementi intrusivi e una significatività e/o endogamia degli individui esaminati (Turbiani, 
2005). 
 
Secondo un recente lavoro di Cocchi Genick (2002) le sepolture collettive in grotta 
sarebbero il riflesso di un cambiamento avvenuto nelle maglie del tessuto sociale e tracciano 
una linea di separazione con il precedente Neolitico. Nel corso del III millennio si assiste ad 
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uno sviluppo delle pratiche funerarie associate ad elementi magico-rituali e da un flusso di 
scambi di conoscenze e di esperienze, attivato in gran parte dalla richiesta di beni e armi 
metalliche che attestano le acquisite capacità metallurgiche.  
 
    Periodo Etrusco 
?    Villaggio Etrusco di Ponte Gini di Orentano, località del comune di Castelfranco di 
Sotto (Pisa) all’estrema punta di ponente della Valdinievole, ad un passo da Lucca, 
Montecatini terme e la Versilia. 
?    Antro della paura di Gioviano (Lucca): nel 1974 scoperti all’interno dell’antro resti 
umani, resti di fauna, frammenti fittili etruschi e liguri databili tra VI e III sec a.C. 
 
    Periodo Romano: Lucca, sepolture intramoenia  
?  Complesso San Girolamo. Il campione osteologico proviene da una sepoltura 
femminile scoperta nel terrapieno annesso alle mura del complesso (fine I secolo a.C.).  
?    Complesso Galli Tassi. Sepolture riferibili all’età Romana (II secolo d.C.). 
 
Alto Medioevo, periodo longobardo: Lucca, sepolture intramoenia 
?    Via Fillungo 
?    Corte delle Uova 
?    Complesso Galli Tassi 
 Non si sono ottenute dagli archeologi informazioni riguardo a queste sepolture, se non la 
collocazione temporale (V – VIII sec. d.C.). 
 
Secoli XVI-XVIII : Lucca, sepolture intramoenia, l’Ospedale di San Luca 
La posizione di Lucca, alla quale facevano capo le grandi vie romee per le quali affluivano 
forestieri e numerosi pellegrini  che si recavano a Roma, e la facilità con cui divampavano le 
epidemie, favorirono il sorgere di opere di carità e istituti di beneficenza  tra i quali 
l’Ospedale di San Luca. Il titolo di ospedale non stava sempre ad indicare il luogo per la cura 
dei malati, ma dove si offriva assistenza e ospitalità. Le prime notizie certe relative 
all’Ospedale risalgono all’atto di fondazione concesso dal Vescovo Enrico a Bonansegna 
Rettore e agli operai dello Spedale il 27 settembre 1262. 
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Il fiorire di istituti assistenziali avvenivano per opera di Compagnie e Confraternite, non 
sempre di carattere prettamente religioso, come l’Arte dei mercanti lucchesi che si occupava 
non solo di cose inerenti la sua istituzione, ma si prodigava nell’assistenza ai più bisognosi, 
assumendo il patronato e la direzione dell’ospedale detto della Misericordia prima e di San 
Luca poi. La prima sede dell’ospedale sorse contemporaneamente alla chiesa di San Luca, 
così com’era l’usanza dell’epoca in modo tale che i malati potessero beneficiare del conforto 
spirituale; la chiesa ebbe molta importanza e fu nel corso della storia ingrandita e restaurata 
nel 1600, fu però distrutta nel 1912 (Torchiana, 1954). L’Ospedale fu il più importante 
centro d’assistenza della provincia sino in epoca moderna. Durante il XVI sec. al San Luca si 
accorparono numerosi altri ospizi e nel 1563 l’Ospedale si dotò di un collegio medico.  
Le sepolture rinvenute nella chiesa sono 10. Il numero minimo di individui  è  31 di cui 5 
infantili. 
 
1.4    Finalità del lavoro 
 
L’ indagine è un contributo alternativo che s’intende dare alla ricerca multidisciplinare sul 
problema delle origini e della storia di Lucca che, come scrisse S. Ferri nel 1961, si perdono 
nel confuso ginepraio delle civiltà antiche. Il filo conduttore della tesi è la biodiversità umana 
che si esprime nel binomio genotipo-fenotipo, e la vita che conserva la traccia degli 
esperimenti evolutivi. Gli aspetti paleoantropologici indagati sono la dieta e la genetica di 
alcuni gruppi umani che abitarono o transitarono nell’area di Lucca. Le analisi di 
paleogenetica sono state condotte presso il  Laboratorio di Antropologia Molecolare 
dell’Università di Firenze e quelle di paleonutrizione presso il Laboratorio di Paleonutrizione 
dell’Università di Pisa. 
Sono stati prelevati campioni d’osso di individui provenienti da sepolture intramoenia e 
siti fuori dalle porte di Lucca localizzati nel territorio circostante. Si è cercato di coprire nel 
miglior modo possibile la scala temporale raggiungendo un numero di 54 individui 
campionati su di un totale di 79 reperti rinvenuti; cioè è stata fatta una scelta che desse 
garanzia di risultati sulla base dello stato di conservazione del materiale. L’intento è quello di 
ricostruire, per quanto possibile, alcuni aspetti antropologici del territorio ripercorrendo la 
scala del tempo, dall’epoca moderna sino alla fumosa preistoria, immergendosi il più 
possibile nel quadro ambientale e nel contesto storico-culturale dei vari periodi considerati e 
 17 
prendendo in considerazione l’andamento demografico e gli eventi che presumibilmente 
influirono sul pool genetico della popolazione del territorio. 
Alcuni elementi chimici presenti in traccia nell’osso sono considerati elementi guida per la 
ricostruzione delle abitudini alimentari delle popolazioni antiche. La spettroscopia ad 
assorbimento atomico è la tecnica d’indagine che si è utilizzata per l’analisi 
paleonutrizionale. Gli elementi indagati sono il calcio, quale parte integrante della matrice 
ossea, zinco e stronzio, in quanto sono quelli maggiormente discriminanti del tipo di dieta, 
rame e magnesio. Il fine è quello di tracciare il quadro alimentare delle popolazioni dell’area 
lucchese nel corso del tempo, e confrontarlo con l’andamento delle linee evolutive della 
storia dell’alimentazione italiana dall’antico ai tempi più recenti. 
Per quanto riguarda l’aspetto paleogenetico, che ha avuto un peso significativo nel corso 
dei tre anni di dottorato in termini di tempo, di know how acquisito e impiegato, si è indagata 
una particolare regione del DNA (acido desossiribonucleico) mitocondriale. Il DNA è un 
concentrato di istruzioni unico in natura che gli individui mantengono quasi costante e che si 
trasmette da una generazione a quella successiva. 
Il DNA, che costituisce il genoma, conferisce all’uomo e a tutti gli organismi viventi la 
capacità di riprodurre se stessi. Nella riproduzione interviene la casualità per cui compaiono 
le mutazioni che, se non sono prive di conseguenze, innescano il meccanismo della 
selezione, il cambiamento registrato nella doppia elica potrà essere ereditato dalle 
generazioni successive; il fenomeno è automatico ed inevitabile e, generazione dopo 
generazione, determina la trasformazione della specie. Ma è il ritmo dell’accumularsi delle 
mutazioni neutre su cui si basa il concetto di orologio molecolare fondamentale per 
determinare i tempi della divergenza tra specie. La filogenesi descritta dalle molecole è il 
rapporto di parentela antenato-discendente che si basa sulle mutazioni neutrali alla selezione 
naturale. Il DNA residuo recuperato dai resti antichi rappresenta una fonte che racconta una 
storia iniziata più di 100 mila anni fa, il cui studio rappresenta un diverso punto di vista da 
dove osservare il nostro passato. 
Oltre al DNA contenuto nei cromosomi, tutti gli organismi superiori sono dotati di un 
pacchetto suppletivo di informazione genetica sottoforma di piccole molecole circolari di 
DNA, che nell’uomo si trova nei mitocondri. La caratteristica genetica fondamentale dei geni 
extracellulari è che, essendo dislocati nel citoplasma cellulare, vengono ereditati solo per via 
materna, quindi in modo non mendeliano. Inoltre l’assenza di ricombinazione, l’elevato tasso 
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di mutazione e la presenza in numerose copie per ogni cellula, per cui lo si può recuperare 
facilmente anche in campioni antichi degradati, fanno si che il DNA mitocondriale sia lo 
strumento più usato negli studi di evoluzione. Ed infatti, il piccolo anello genomico, ed in 
particolare la regione ipervariabile HVR-I sono l’oggetto d’indagine del presente studio. 
La novità di questo progetto sta nell’innovativo approccio molecolare all’antropologia, e in 
seno a questo, il  fatto di aver utilizzato un programma di simulazione di coalescenza. Il 
software permette di simulare scenari demografici complessi e di includere campioni antichi 
nel passato ed eventi storici, quali quelli di bottleneck, che probabilmente hanno influenzato 
il patrimonio genetico delle popolazioni; il tutto confrontato con i valori osservati ottenuti 
dalle sequenze della regione ipervariabile del DNA mitocondriale. Questo approccio 
moderno fa fronte a due fondamentali problemi, il primo è che l’esperimento evolutivo non è 
replicabile, è una ‘corsa’ di sola andata, e secondo che le condizioni iniziali dell’esperimento 
sono sconosciute (Rosemberg et al., 2002). 
Il fatto che il materiale più antico abbia dato dei risultati è un presupposto per indagare 
certi problemi di popolamento in una maniera del tutto nuova; ciò potrà permettere una 
risposta alle tante domande su questo aspetto relativo all’umanità del territorio lucchese, che, 
come è noto, è sempre stato contraddistinto da percorsi viari che lo hanno messo in 
comunicazione sia con il Nord che con il Centro Italia. Sin dai tempi dei romani il sistema 
viario di fondovalle da essi concepito, costituì un’alternativa vantaggiosa alla viabilità 
trasversale di cui si servirono i popoli protostorici, definendo la centralità dell’area lucense e 
della città di Lucca. Il sistema viario si dimostrò, tra l’altro, determinante per la conquista 
delle popolazioni italiche, permettendo attraverso le valli l’accesso  militare e commerciale 
(Riparbelli, 1982). I tracciati romipeti, la via francigena, le vie garfagnine e pedemontana 
delle alture pisane sono stati  capaci di favorire un apporto umano anche differenziato, il 
quale è poi l’aspetto che in definitiva la ricerca vuole evidenziare. Si cercherà di contribuire 
alla ricostruzione della storia ‘antropologica’ della lucchesia sfruttando parte delle 
informazioni che l’archivio biologico costituito dallo scheletro è capace di restituirci. 
L’intento è abbastanza arduo, sino al punto al quale siamo riusciti è già buona cosa, 
soprattutto per quanto riguarda la paleogenetica che richiede dovizia di tempo e attenzione. 
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2    ANTROPOLOGIA MOLECOLARE 
 
2.1    La rivoluzione dell’antropologia molecolare 
 
La natura delle differenze tra due o più popolazioni va ricercata nella matrice biologica e 
nell’ensemble culturale. I caratteri biologici seguono una trasmissione solo verticale vale a 
dire dai genitori ai figli, mentre quelli culturali hanno anche una diffusione orizzontale tra 
individui non consanguinei. Le differenze culturali legate all’apprendimento sono più 
facilmente soggette a cambiamenti rispetto a quelle genetiche, cioè quelle ereditate 
biologicamente. Le differenze morfologiche tra gli individui sono in parte di origine genetica 
e in parte determinate dall’ambiente in cui vivono. Alcuni fenotipi, quali il colore della  
pelle, la forma del naso, l’altezza e in generale la struttura scheletrica, rappresentano una 
fedele descrizione dell’adattamento dei gruppi umani alle diverse situazioni climatiche. 
Pertanto i caratteri antropologici mostrano l’azione selettiva dei diversi ambienti in cui 
l’uomo anatomicamente moderno s’è imbattuto durante il suo cammino di diffusione sulla 
superficie terrestre. L’adattamento fu biologico e pure culturale, sviluppando nel corso di 
migliaia d’anni una differenziazione in entrambi i contesti. Nello studio dell’evoluzione 
dell’uomo associare i cambiamenti evolutivi a quelli climatici non è cosa semplice visto la 
scarsità delle testimonianze fossili, per cui non si è riusciti a definire con precisione l’origine 
e l’estinzione delle specie di ominini che compaiono nel cespuglio evolutivo. I nostri avi 
sotto il profilo ecologico dovevano essere poco specializzati e perciò dovevano essere capaci 
di tollerare un’ampia rosa di condizioni climatiche diverse. Si può dunque pensare che 
l’uomo abbia colonizzato i vari ambienti indipendentemente dai caratteri selettivamente 
vantaggiosi, i quali erano compatibili con l’ambiente, ma solo successivamente si sarebbero 
rilevati vantaggiosi. Le evidenze morfologiche, culturali e/o archeologiche registrate nelle 
popolazioni attuali e in quelle antiche  mostrano notevoli dissomiglianze tra le popolazioni, 
c’è da chiedersi se a queste differenze corrisponde un adattamento biologico, cioè  mutazioni 
nel corredo genetico, di pari entità. La risposta è che siamo una specie giovanissima e che, 
malgrado le diversità visibili, a guardare l’invisibile, e cioè i geni, si scopre una grande 
omogeneità tra le popolazioni anche molto distanti geograficamente. Non solo,  a partire 
dagli anni ’60 del XX secolo l’approccio molecolare all’antropologia rivela una parentela 
stretta tra uomo, scimpanzé e un po’ più distante anche con il gorilla. 
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La disciplina di cui mi occupo, l’antropologia molecolare, prende vita ufficialmente nei 
primi anni ‘60 e fu così denominata da Emile Zuckerland che per la prima volta lancia l’idea 
dell’ ‘orologio molecolare’. Si ricorda però che sin dai primi del Novecento iniziarono gli 
esperimenti di antropologia molecolare, ma nulla ancora si sapeva della molecola 
responsabile della trasmissione dei caratteri ereditabili. Le prime intuizioni si ebbero negli 
anni ‘40 e alla molecola venne dato il nome di DNA (acido desossiribonucleico), ma com’è 
noto, della sua struttura a doppia elica  se ne seppe nel ’53, ed è solo dagli anni ’70 -’80 che 
la biologia molecolare ha strumenti potenti ed efficaci per lo studio di questa importante 
macromolecola. La storia dell’approccio molecolare allo studio dell’evoluzione è fatta di 
false partenze e timidi tentativi. Sicuramente il lavoro destinato a scuotere il campo delle 
scienze antropologiche, e che ha fatto letteralmente storia, è ‘Mitochondrial Dna and human 
evolution’ che venne pubblicato su Nature nel 1987 da Allan Wilson e collaboratori. La fonte 
microscopica ricercata e interrogata dagli antropologi molecolari è il DNA mitocondriale 
nelle diverse popolazioni del globo, che secondo gli studiosi deriverebbe da un’unica 
genitrice africana vissuta 200.000 anni fa. 
Il principio su cui si basa l’antropologia molecolare è che il patrimonio genetico di una 
cellula che va incontro a divisione, viene copiato e trasmesso a ogni cellula figlia. A ogni 
passaggio però sono possibili errori di copiatura che alterano la sequenza delle basi lungo il 
filamento di DNA. Le mutazioni si accumulano di generazione in generazione; pertanto le 
differenze tra le popolazioni sono tanto più numerose quanto più lungo è il tempo trascorso 
da quando hanno avuto l’ultimo antenato comune. Questo processo è fondamentale per 
capire l’utilità dei marcatori molecolari per determinare le distanze evolutive. 
 I messaggeri fisici dell’ereditarietà sono i cromosomi, complessi di DNA e di proteine.  Il 
DNA è una molecola complessa a forma di doppia elica, variamente avvolta e ripiegata i cui 
quattro costituenti elementari sono i nucleotidi (basi azotate): A (adenina), C (citosina), G 
(guanina) e T (timina). Un piccolo segmento di DNA, il gene, ne costituisce l’unità 
fondamentale. Molecole di RNA messaggero trascrivono il contenuto dei geni, che verrà 
tradotto dalle strutture cellulari nelle proteine corrispondenti; a ogni tripletta di basi 
corrisponde un amminoacido della molecola proteica. La perdita o l’aggiunta di uno o più 
nucleotidi lungo il segmento può cambiare la funzione del gene corrispondente. Questo 
cambiamento, detto mutazione, avviene spontaneamente e con bassa probabilità ed è 
trasmesso alla discendenza. 
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Il DNA determina e controlla il meccanismo dell’espressione genica cellulare, in quanto 
contiene le sequenze dei geni e le sequenze che regolano l’on/off  di una particolare funzione 
durante la vita della cellula. La stabilità della molecola, la capacità di resistere ai 
cambiamenti, di replicarsi esattamente e di trasmettere le informazioni genetiche alle cellule 
figlie sono le proprietà fondamentali del DNA. 
 
   2.1.1    Molecole e fossili a confronto 
 
A partire dagli anni ‘60 le testimonianze fossili macroscopiche fondamentali per 
ricostruire la storia evolutiva umana sono state affiancate da un nuovo tipo di fonte, il DNA, 
che conserva la traccia degli esperimenti evolutivi che hanno condotto all’uomo moderno. 
Sin dagli albori dell’antropologia molecolare il problema fu quello di conciliare la storia 
registrata nelle molecole con quella raccontata dalle testimonianze fossili e archeologiche. 
L’approccio metodologico sperimentale degli antropologi molecolari si incontra e si scontra 
con il linguaggio dell’ antropologia fisica e dell’archeologia nel campo interdisciplinare dello 
studio dell’evoluzione umana. Il sistema morfometrico della paleoantropologia e il metodo 
sperimentale dell’antropologia molecolare non sono altro che due orizzonti scientifici  il cui 
fine ultimo è la ricostruzione naturale della storia dell’uomo, pertanto il dialogo tra fossili e 
molecole è possibile e necessario. 
La critica principale mossa dai biologi evoluzionisti alla paleontologia è che quest’ultima è 
una scienza descrittiva e inferenziale che si basa sulla morfologia comparata e pertanto è 
soggettiva. A rimarcare questa arbitrarietà sta il fatto che, per quanto riguarda l’evoluzione 
umana, i fossili che attualmente sono nelle mani degli scienziati sono per lo più frammenti di 
scheletri, e sono questi la base su cui si tenta di ricostruire le fattezze dell’individuo e quindi 
i caratteri della specie appartenente. Inoltre i caratteri influenzabili dall’ambiente di vita 
forniscono una descrizione parziale della storia evolutiva, cioè la storia degli ambienti in cui 
hanno vissuto e vivono i diversi gruppi umani. 
D’altra parte il funzionamento non perfetto degli orologi molecolari, la proposta di 
ricostruire la storia dell’umanità sulla base di piccole porzioni del corredo genetico, come 
quella del DNA mitocondriale che tutto intero non rappresenta che un duecentomillesimo del 
nostro genoma, l’inquinamento della fonte con DNA eterologo e la tendenza al riduzionismo 
e all’eccessiva frammentazione che perde di vista l’insieme, sono alcune delle critiche mosse 
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alle indagini molecolari. Una considerazione risaputa, ma che vale sempre la pena ribadire, è 
che tanto l’indagine sui fossili quanto quella sulle molecole hanno i loro limiti. La 
ricostruzione dell’evento evolutivo necessita quindi dell’interdigitazione di tutte le 
informazioni fornite dai diversi campi di studio.  
Le evidenze molecolari sono una documentazione che vanno a riempire, per lo meno 
parzialmente, gli hiatus  delle testimonianze fossili che purtroppo lasciano scoperte molte 
tappe dell’evoluzione delle specie. È bene ricordare che gli studi molecolari non sono in 
grado di stabilire l’origine genetica delle differenze nei caratteri morfologici osservabili e 
non possono neppure stabilire se una mutazione che determina un carattere ne influenza 
anche altri.  
Allo stato attuale l’antropologia molecolare è come un fiume in piena che immette nel 
mare della conoscenza innumerevoli dati. Credo che la chiave di volta per la ricostruzione 
dell’albero genealogico umano stia proprio nel materiale genetico che rappresenta un bacino 
d’informazioni, che non sono migliori o più fondamentali di quelle ricavabili dalla 
morfologia, dalla linguistica o da altre discipline, ma sono abbondanti, e lo saranno sempre 
più, e quindi paragonabili. Ora come ora non credo che le molecole siano tanto più obbiettive 
dei fossili perché la loro complessità nasconde insidie e trabocchetti per l’analisi e 
l’interpretazione delle divergenze evolutive. Ad ogni modo le discrepanze temporali tra i 
calcoli evolutivi degli antropologi fisici e quelli dei biologi evoluzionisti, che solitamente 
anticipano i tempi rispetto ai primi, a mio avviso è, entro certi limiti, più che plausibile visto 
che l’evoluzione molecolare precede necessariamente quella morfologica; la manifestazione 
del carattere, riconoscibile nelle testimonianze fossili, non è immediata, a volte addirittura le 
mutazioni possono rimanere silenti e con molto ritardo tradursi in caratteri morfologici 
(Meldolesi, 1999). 
Oggigiorno il recupero e lo studio del DNA da reperti scheletrici e tessuti antichi è la 
frontiera più avanzata negli studi di antropologia molecolare. Il DNA residuo recuperato dai 
resti antichi rappresenta una fonte che racconta una storia iniziata molti anni fa, il cui studio 
rappresenta un diverso punto di vista da dove osservare il nostro passato.  
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   2.1.2    Le molecole come congegni di datazione 
 
La mutazione, un cambiamento del DNA, è normalmente un fenomeno molto raro, ed è 
necessario che lo sia, essa infatti può essere dannosa all’organismo. Vi sono meccanismi di 
controllo e di correzione delle copie della doppia elica. Le copie, se eseguite male, vengono 
corrette con il risultato che le mutazioni sono giustappunto rare. 
Due fattori che possono variare nello spazio e nel tempo hanno un ruolo determinante nella 
storia evolutiva: la selezione naturale e la deriva genetica. La selezione può variare da un 
gene all’altro in ogni popolazione, mentre la deriva è sempre presente e ha in media la stessa 
intensità per tutti i geni; le dimensioni demografiche della popolazione determinano la deriva 
genetica, perciò essa è una proprietà della popolazione stessa, ed è un cambiamento 
evolutivo indipendente dalla selezione naturale. 
Le evidenze sui polimorfismi del DNA mostrano quanto sia grande la variazione genetica 
intraspecifica, ed è naturale chiedersi quale siano i modi e i tempi  con i quali questa 
variazione si fissa nel genoma. Se si desse un’interpretazione ‘selezionista’ il problema 
parrebbe risolto introducendo la selezione naturale: le mutazioni si fissano perché danno 
vantaggio nelle diverse condizioni ambientali in cui vivono le popolazioni. Ma gli 
innumerevoli dati molecolari registrano una gran quantità di mutazioni, esse sono 
decisamente troppo numerose per poter essere tutte favorevoli. Questa fondamentale 
intuizione la si deve a Mooto Kimura (1970) il quale osservò che la gran parte delle 
mutazioni è neutrale dal punto di vista della selezione naturale; il destino di queste variazioni 
all’interno della popolazione è lasciato alla volontà del caso, ai processi stocastici, ovvero 
alla deriva genetica. Una mutazione neutrale è una variazione equivalente dal punto di vista 
selettivo, il fatto che un allele sia più diffuso rispetto ad altri non vuol dire che sia 
automaticamente quello più vantaggioso. L’introduzione della ‘teoria neutrale 
dell’evoluzione molecolare’ ha ridimensionato il ruolo della selezione naturale, sino a 
supporre che l’evoluzione si attui prevalentemente per mezzo del caso. La teoria neutrale, 
dunque, scardinò il mito della selezione naturale ridimensionandone l’onnipresenza. Il 
dibattito tra selezionisti e neutralisti fu acceso e non s’è tuttora spento poiché il postulato di 
Kimura è alla base del concetto di orologio molecolare e dei ticchettii sottoforma di 
mutazioni che sono uno strumento preziosissimo nel campo dell’evoluzione, ma la cui 
affidabilità sembra non essere totale. Tuttavia è unanime l’ammissione che nelle mani 
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dell’evoluzione ci siano molteplici strumenti, perciò la selezione naturale non esclude la 
deriva genetica e viceversa. Piuttosto è da considerare a che livello della struttura del vivente 
esse agiscono; sicuramente la manifestazione del carattere, il fenotipo, è il bersaglio diretto 
della selezione, mentre le molecole o meglio il genotipo è l’oggetto su cui opera la casualità.  
La fissazione casuale delle mutazioni neutrali è il punto focale della teoria, se poi si 
stabilisce il ritmo con cui esse s’accumulano, diventa un ottimo strumento per misurare il 
trascorrere del tempo. Le molecole, in particolare il DNA, sono paragonabili a un orologio 
capace di misurare il passare del tempo in termini di accumulo di mutazioni neutrali, ovvero 
di variazioni non visibili sotto il profilo selettivo, che si fissano ad una velocità che sembra 
essere costante almeno nel lungo periodo. La teoria neutrale è la base teorica dell’orologio 
molecolare; il processo di mutazione è casuale e la fissazione delle mutazioni non deve 
essere disturbata dalla selezione naturale. Le mutazioni neutrali sono quelle in cui 
l’imparzialità del caso ha la meglio su qualsiasi criterio di selezione che andrebbe ad alterare 
la costanza della fissazione delle mutazioni rimuovendole o fissandole a seconda che esse 
conferiscano handicap o vantaggio agli individui in cui si presentano. Infatti, ad esempio, i 
geni che determinano i caratteri somatici fortemente soggetti alla selezione per mano 
dell’ambiente nel quale le popolazioni vivono, non sono in grado di fornirci i tempi necessari 
per la fissazione di un carattere sensibile a determinate condizioni ambientali.  
Dunque appare vera l’intuizione darwiniana per cui i caratteri più utili per ricostruire 
l’evoluzione sono quelli inutili e insignificanti “… la variabilità (degli organi rudimentali) 
sembra derivare dalla loro inutilità, e di conseguenza dal fatto che la selezione naturale non 
ha avuto la possibilità di frenare la deviazione di struttura”. Gli elementi insignificanti, o in 
parte sprovvisti di attività biologica, che oggigiorno l’antropologia molecolare ricerca e 
studia sono contenuti nei segmenti non codificanti, cioè quelli che non hanno alcuna 
informazione da trasmettere all’organismo, almeno apparentemente, presenti nel materiale 
genetico.  
Il tempo scandito dall’orologio molecolare fornisce la stima delle separazioni tra specie. 
Quanto più due popolazioni sono separate tanto più è l’accumulo di mutazioni, ciò vuol dire 
che il numero di differenze genetiche che separa due popolazioni è direttamente 
proporzionale al tempo a partire dal quale hanno condiviso lo stesso antenato. Così come il 
tasso di sostituzione aminoacidica delle proteine viene utilizzato per calcolare i tempi di 
divergenza tra specie differenti, il tasso di sostituzione nucleotidica del DNA, in particolare 
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di quello mitocondriale, può essere usato per calcolare il tempo di divergenza tra due linee 
evolutive. Quindi è possibile, analizzando le differenze nelle sequenze di più individui, 
risalire non solo all’antenato comune più recente da cui discende l’attuale variazione, ma 
anche stimare il numero di generazioni che separa l’antenato dal presente. 
Trovo necessario e doveroso riflettere sui problemi legati all’uso delle molecole come 
sistemi di datazione, perché non sono strumenti di precisione ma possono essere corretti e 
interpretati. In particolare nel prossimo paragrafo (2.1.4) mi occuperò delle grandi 
potenzialità e dei limiti peculiari di un orologio molecolare molto speciale basato sul genoma 
dei mitocondri, su cui, per altro, si basa l’indagine genetica che ho condotto sui campioni 
lucchesi. 
 L’azione selettiva per ogni gene è diversa e determina perciò per ciascuno di essi ritmi 
diversi di mutazione. Ne segue che la probabilità che un cambiamento colpisca una sequenza 
di basi è diversa per ognuna di esse. Ci sono ad esempio delle bande di DNA più o meno 
corte, ripetute in tandem e non codificanti (mini- microsateliti), un tempo etichettate come 
DNA spazzatura, che a causa della loro ripetitività durante la replicazione acquisiscono o 
perdono una unità ripetuta finendo per allungarsi o accorciarsi. E’ stato stimato che nel corso 
di una generazione è 10.000 volte più probabile assistere a una variazione di questo tipo 
piuttosto che registrare una mutazione puntiforme nel gene dell’emoglobina che causa 
l’anemia falciforme (Meldolesi, 1999). Quindi il cambiamento di alcuni siti è legato anche 
alla probabilità che a mutare siano altri punti del DNA in cui si concentrano le mutazioni 
multiple, i così detti hot spot, quali le sequenze ripetute e gli pseudogeni. Questi ultimi, 
definiti come relitti evolutivi, sono copie dei geni originari che però non hanno alcuna 
funzione codificante; essi cambiano più in fretta dei geni funzionali. Ad esempio lo 
pseudogene dell’emoglobina ha un ritmo di mutazione 5 volte maggiore a quello del gene 
funzionante (Meldolesi, 1999). C’è da chiedersi se dietro a quella che appare come 
mutazione non si celino variazioni non più apprezzabili perché sovrapposte da altri 
cambiamenti e/o da correzioni da parte di altre mutazioni che ripristinano la sequenza 
originaria (retromutazioni); o se una sequenza che si allunga non si sia prima accorciata e 
viceversa. Gli scienziati affrontano il problema apportando correzioni di tipo statistico ai 
calcoli e scegliendo il gene giusto a seconda degli scopi e del periodo evolutivo che si 
desidera indagare. 
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Una delle assunzioni della teoria neutrale è che uno stesso gene mostri un ugual tasso di 
mutazioni in specie diverse; è stato dimostrato l’esatto contrario e cioè che la velocità di 
mutazione può essere anche molto diversa. Si giustifica questa differenza con la diversa 
efficienza dei meccanismi di riparazione del DNA e con i diversi tempi di generazione: in 
linea di massima più generazioni si traduce in un numero maggiore di  processi di 
replicazione e quindi in più errori di copiatura. La questione è arginata ribadendo che un 
orologio valido per tutte le specie non esiste. Esistono degli orologi molecolari ad hoc per 
ogni confronto in determinati intervalli  di tempo e di determinati gruppi tassonomici. Un 
orologio che ticchetti velocemente utile per studiare avvenimenti recenti, come la comparsa 
dell’uomo anatomicamente moderno, è il DNA mitocondriale, valevole anche per confronti 
tra scimmie antropomorfe e uomo; mentre per indagare eventi più antichi risalenti a milioni 
di anni fa è conveniente scegliere come orologio molecolare un gene che cambia lentamente, 
come ad esempio quello che codifica per l’RNA ribosomiale, usato ad esempio per lo studio 
della comparsa degli animali moderni. 
 
2.1.3    Marcatori molecolari 
 
La storia biologica delle specie è indagata utilizzando dei marcatori molecolari. 
Quando di un gene si osservano due o più forme diverse, chiamate alleli, si parla di 
polimorfismo genetico. I polimorfismi genetici comunemente definiti classici sono quelli 
relativi al prodotto dei geni, le proteine (es. sistemi AB0 e Rh +/-), sono marcatori che furono 
largamente studiati prima che si scoprissero i polimorfismi che permettono lo studio diretto 
dei geni (DNA). Il vantaggio nell’analisi dei marcatori del DNA sta nel sondare parti di 
genoma che sono sopravvissute di generazione in generazione sino ad oggi. Tale tramandare 
consente di tratteggiare le linee evolutive che da un passato più o meno remoto sono giunte 
al presente. 
Tra i marcatori molecolari negli studi sul DNA antico si ricorda il DNA mitocondriale 
quale principale strumento d’indagine, riferendosi specialmente alla regione non codificante 
D-loop  e a quella  del gene che codifica il Citocromo C ossidasi sub unità II, e il DNA 
nucleare, in particolare gli STRs (microsatelliti) autosomici e sessuali. Il DNA mitocondriale 
umano è costituito da regioni codificanti e regioni neutre non codificanti. La regione 
codificante rappresenta la frazione maggiore e contiene  i geni per rRNA,  tRNA e per 
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proteine. La D-Loop (displacement-loop) è una regione che consiste in circa 600 paia di basi, 
di essa fanno parte le regioni ipervariabili HVRI e HVRII, è localizzata vicino all’origine 
della molecola, non codifica per alcuna  proteina ed evolve con velocità maggiore rispetto 
alle regioni codificanti per cui è un mezzo d’indagine efficace per studiare avvenimenti 
evolutivi. Le strutture respiratorie del mitocondrio contengono numerosi trasportatori di 
elettroni come i citocromi, che sono proteine contenenti un gruppo prostetico eme che 
trasporta elettroni. Il citocromo C, evolutosi circa 1,5 miliardi di anni fa, è poco variabile ed 
è presente in tutti gli organismi che possiedono la catena respiratoria mitocondriale (Stayer, 
1989).  
Nelle regioni non codificanti del genoma animale e vegetale sono presenti  corte sequenze 
ripetute in tandem chiamate STR (Short Tandem Repeat) o più comunemente microsatelliti. 
Sono delle vere e proprie balbuzie sparse su tutto il genoma. Essi marcano il 20% del 
genoma umano e si trovano sia nei cromosomi autosomici che in quelli sessuali. Gli STRs 
autosomici consentono la tipizzazione genetica dell’individuo.  Quelli sessuali sono utili per 
la determinazione del sesso e per lo studio di filogenesi per via paterna, i microsatelliti del 
cromosoma X materno sono ereditati da entrambi i sessi, mentre gli STRs del cromosoma X 
paterno sono ereditabili  solo dalle figlie e quelli del cromosoma Y sono esclusivamente 
trasmissibili di padre in figlio. Gli STRs  sono un buon metodo di datazione genetica: la 
differenza media tra il numero di ripetizioni  di due popolazioni tende a crescere all’ 
aumentare del tempo di separazione tra le popolazioni (Cavalli Sforza, 1996). 
  Il DNA contenuto nei  mitocondri è una piccola porzione di genoma oggetto di molte 
attenzioni  da parte degli studiosi di genetica di popolazione, poiché le sue caratteristiche 
quali l’eredità di tipo materno, l’assenza di ricombinazione, l’elevato tasso di mutazione e la 
presenza in numerose copie per ogni cellula per cui lo si recupera facilmente anche in 
campioni degradati, lo rendono lo strumento più estesamente e proficuamente utilizzato nello 
studio dell’evoluzione della nostra specie e per comprendere  la dinamica della diffusione nel 
mondo e i rapporti tra le varie popolazioni.  
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2.1.4    Caratteristiche e potenzialità del DNA mitocondriale 
 
Secondo l’ipotesi ‘simbiontica’ di Margulis (1970) i mitocondri derivano da batteri che in 
un tempo remoto assunsero rapporti simbiotici con cellule eucariotiche ancestrali; l’idea che 
il primordiale ospite e inquilino fossero rispettivamente un protobatterio e un archeobatterio 
fu via via confermata da prove molecolari, tant’è che alla fine degli anni novanta il confronto 
tra i geni dell’ RNA ribosomiale di ceppi batterici con quelli dei mitocondri suggerì che il 
batterio Rickettsia prowazekii, famoso nella storia umana perché è colui che causa il tifo, 
fosse il più simile ai mitocondri (Anderson et al., 1998). I mitocondri sono organelli 
citoplasmatici che hanno mantenuto una certa autonomia rispetto alla cellula, infatti, hanno 
un loro anello a doppia elica di DNA e i ribosomi per la sintesi proteica. Essi sono 
indispensabili alla cellula perché forniscono energia attraverso la fosforilazione ossidativa, 
una funzione fondamentale visto che l’energia liberata dalla rottura dei legami fosforici delle 
molecole di ATP sostiene gran parte dei processi biochimici fondamentali per la vita. 
Il DNA contenuto nei mitocondri (mtDNA) è il marcatore genetico più utilizzato dagli 
antropologi e genetisti di popolazione per comprendere la storia evolutiva dell’uomo. E’ 
peraltro il genoma eucariotico più conosciuto che è stato sequenziato in numerosi organismi 
e  ha caratteristiche che lo rendono particolarmente adatto allo studio dei resti antichi. Il 
DNA mitocondriale umano si presenta sottoforma di una breve doppia elica chiusa ad anello 
costituita da 16.569 coppie di basi che corrispondono allo 0,0006% del genoma totale. 
L’anello è costituito da due filamenti denominati H (heavy) e L (light) per la loro differente 
costituzione nucleotidica: il filamento H contiene in prevalenza basi puriniche A e G (di peso 
molecolare maggiore), il filamento L basi pirimidiniche  C e T (di peso molecolare minore) 
(Fig. 2.1.4a). 
Oltre ad essere breve, a differenza del DNA nucleare, quello mitocondriale è piccolo e 
organizzato in maniera parsimoniosa difatti è privo di complicanze quali introni e sequenze 
ripetute. Le porzioni non codificanti sono estremamente ridotte, il 7% a fronte del 95% del 
DNA cromosomico; una di queste è la così detta ‘regione di controllo’ dove ha inizio la 
replicazione e la trascrizione della molecola. In ogni cellula sono presenti migliaia di copie di 
mtDNA e solo due copie di quello nucleare, questa abbondanza consente di recuperare la 
molecola anche da campioni particolarmente depauperati e incompleti. Nel 1981 Anderson e 
collaboratori presso il MRC Laboratory of Molecular Biology di Cambridge ottennero da un 
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soggetto di nazionalità inglese la sequenza completa del mtDNA umano. La sequenza di 
riferimento universalmente usata è convenzionalmente riferita alla catena L (CRS-
Cambridge Reference Sequence). 
Le caratteristiche strutturali della molecola ne consentono una facile estrazione, 
purificazione ed analisi, ma la peculiarità che determina l’importanza del mtDNA come 
strumento nel campo dell’evoluzione molecolare è l’ereditarietà di tipo uniparentale. Il 
genoma mitocondriale dei mammiferi ha una trasmissione di tipo materno,  il piccolo 
genoma circolare durante la fusione di ovocita e spermatozoo non va incontro a  crossing 
over come i cromosomi perché il gamete maschile apporta allo zigote solo materiale 
cromosomico, mentre l’ovocita contribuisce non solo con il materiale cromosomico ma 
anche con l’intero citoplasma. Risulta quindi che il mtDNA della prole è identico a quello 
della madre, che è uguale a quello della nonna e così via. Pertanto per ogni famiglia è 
possibile risalire indietro nel tempo lungo la linea di ascendenza femminile. Tanto più 
indietro si va nell’albero genealogico tanto più la parentela si allarga  sino a che solo poche 
donne possono rappresentare l’umanità vivente. Il tasso di evoluzione del mtDNA umano, 
ovvero il processo di accumulo di mutazioni, è di una o due mutazioni puntiformi ogni cento 
nucleotidi per milione d’anni, ed è da dieci a venti volte più veloce del tasso di evoluzione 
dei geni del DNA  nucleare; in particolare le regioni non codificanti dell’anello (es. D-loop) 
hanno un tasso di divergenza (numero medio di mutazioni in una popolazione) da uno a 
quattro-cinque volte maggiore  rispetto a quelle codificanti. Il ticchettio è così veloce perché 
il sistema di riparazione non è così efficace e il numero dei cicli di replicazione è maggiore. 
Ci si attende quindi che la popolazione ancestrale presenti la massima quantità di mutazioni, 
ed infatti la maggiore eterogeneità del DNA mitocondriale africano indica che ha accumulato 
variazioni più degli altri perché più lunga è stata la sua storia evolutiva; una prova in più a 
favore dell’ Africa come origine dell’umanità (Biondi et al., 2004). Fu proprio lo studio del 
DNA mitocondriale e la sua caratteristica di ‘orologio molecolare’ a far scaturire l’ipotesi 
della Eva nera che avallò la teoria dell’origine monocentrica e africana dell’umanità intorno 
ai 200.000 anni fa.  
L’mtDNA è inoltre un buon indicatore di eventi di variazione genetica dovuta a 
fluttuazioni casuali, a colli di bottiglia, ad effetto del fondatore e a colonizzazioni, eventi cioè 
indipendenti dall’attività della selezione naturale, perché la popolazione che contribuisce alla 
generazione successiva per l’mtDNA è ¼ di quella del genoma nucleare.  Questi eventi 
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favoriscono la differenziazione locale e sono tanto più visibili quanto più sono ridotte le 
dimensioni della popolazione (Biondi et al., 2004). 
In questo tipo d’analisi si parte dal presupposto che in un individuo tutte le copie di 
mtDNA  siano uguali tra loro (omoplasia), ma l’eteroplasmia, seppur rara, è stata evidenziata 
negli organismi, primo tra tutti è stato il caso dello zar di Russia Nicolai II. Il motivo della 
presenza di sequenze diverse di mtDNA in uno stesso individuo non è ancora chiaro ma 
l’ipotesi al momento formulata è che mitocondri paterni riescano ad entrare al momento della 
fecondazione nell’uovo ricombinando il loro materiale genetico con quello materno. È bene 
inoltre ricordare che l’orologio mitocondriale non è metronomico, o più semplicemente 
svizzero, le lancette non girano sempre in modo regolare. Quest’imperfezione non può che 
far correre il pensiero alla teoria di Kimura e quindi al carattere neutrale della regione di 
controllo del mtDNA che invece, alla luce di quanto detto, potrebbe non essere inviolata dai 
processi selettivi. Questa imperfezione è causata dal fenomeno delle mutazioni multiple negli 
hot spot (cfr. 2.1.2) per cui nel breve periodo il tasso di mutazione sembra accelerare, pare 
invece rallentare in tempi più lunghi. Gli studiosi assicurano che la media dei ticchettii è 
abbastanza regolare tanto da poter fare stime temporali affidabili sul lungo periodo. 
Come si è accennato precedentemente, le regioni che compongono il DNA mitocondriale 
hanno tassi di evoluzione diversi. Il segmento non codificante D-loop composto da 600 paia 
di basi, di cui fan parte le regioni ipervariabili HVR I e II, ha un tasso di divergenza molto 
elevato. Le HVRs hanno un alto numero di siti polimorfici e rilevano circa il 3% della 
variabilità tra gli individui (Stoneking, 2000). La regione HVR I è il segmento più 
informativo per confronti tra popolazioni separatesi in tempi evolutivamente recenti visto il 
grado di omologia con gli scimpanzé ed altri mammiferi, ed è questo il tratto oggetto delle 
analisi molecolari del presente studio. 
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 Figura 2.1.4a - La molecola del DNA mitocondriale (mtDNA) è circolare ed è presente in molte 
copie tutte uguali in ciascun mitocondrio. Essa contiene geni che codificano per RNA ribosomiale (12S e 
16 rRNA), RNA transfer (P, T, E, L, S, H, R, G, K, S, D, Y, C, N, A, W, M, Q, I, L e V) ed enzimi (cytb, 
ND1, ND6, COI, COII, COIII, ATPase 6 e 8). Il DNA mitocondriale si replica autonomamente dal DNA 
nucleare; la replicazione dei due filamenti H e L inizia in due differenti siti d’origine: OH  e OL (la freccia 
indica il senso della replicazione). La replicazione del filamento pesante inizia con un’ansa di 
dislocazione della D-loop (regione di controllo).  
 
2.1.5    Recupero e analisi del DNA mitocondriale 
 
Il materiale genetico antico può essere recuperato da numerosi tipi di materia biologica, 
quali resti mummificati, coproliti, preparati istologici e ossa. Nell’analisi del DNA antico gli 
ostacoli principali contro cui ci si deve misurare costantemente sono il basso numero di 
molecole endogene conservate e il loro stato di degradazione dovuto alla diagenesi e ai 
processi di demolizione spontanea che s’innescano alla morte cellulare, problemi in parte 
risolti dall’utilizzo della reazione a catena della polimerasi (pcr), una replicazione in vitro 
capace di copiare selettivamente un frammento di DNA e di aumentarne il numero in modo 
esponenziale in poco tempo; partendo da una manciata di molecole - in teoria ne basterebbe 
solo una - in poche ore si producono miliardi di molecole. L’invenzione della  polymerase 
chain reaction (Mullis et al., 1994) rivoluzionò letteralmente il campo della biologia 
molecolare. La reazione della pcr riproduce in provetta il processo di replicazione che 
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avviene in vivo nelle cellule in modo tale da ottenere la quantità sufficiente di DNA per i vari 
esperimenti di laboratorio.  
 I comportamenti da assumere quando si manipola DNA antico sono indicati nei Golden 
Criteria, regole e precauzioni da seguire e da assumere per evitare contaminazioni durante le 
fasi sperimentali (Cooper & Poinar, 2000). Per evitare l’inquinamento della fonte con DNA 
umano moderno è necessario, sin dal momento del recupero del  campione (es. nelle fasi di 
scavo), toccarlo con i guanti e munirsi di mascherina. Sarebbe opportuno che i reperti che si 
decide di destinare all’analisi molecolare fossero manipolati da meno persone possibili. 
Inoltre, se chi ha preso parte al recupero è disposto a sottoporsi a tipizzazione genetica,  il 
confronto tra le sequenze sarà un’ulteriore verifica dell’autenticità dei risultati. 
Prima di essere sottoposto alle indagini biomolecolari il reperto, in particolare quello 
osseo, viene pulito e trattato per rimuovere sia lo sporco macroscopico sia l’inquinamento 
insidioso da parte di DNA eterologo. L’estrazione del DNA con il metodo del fenolo-
cloroformio consente di solubilizzare i lipidi, denaturare le proteine, inattivare gli enzimi e di 
separare il DNA da vari componenti cellulari. Il DNA viene poi concentrato tramite 
adsorbimento su silice o resine ed infine purificato da tutti quei composti che inibiscono la 
replicazione del DNA mediante pcr. La moltiplicazione del numero dei tratti di DNA 
avviene tramite la pcr. I  prodotti di pcr vengono controllati mediante corsa elettroforetica su 
gel di agarosio e infine purificati da eventuali prodotti di pcr aspecifici. Il prodotto purificato 
viene duplicato in vivo con la tecnica del clonaggio sfruttando il meccanismo di replicazione 
del DNA all’interno di cellule batteriche (Escherichia coli). Infine si procede con il 
sequenziamento dei cloni utilizzando il metodo della sequenza ciclica a terminazione con 
fluorescenza. Trattando materiale degradato, in poca quantità e con la possibilità che sia 
contaminato da DNA esogeno, la strategia basata sull’amplificazione e il clonaggio consente 
di poter discriminare la componente antica da quelle inquinanti; sequenziando i cloni si 
aumenta l’attendibilità del risultato prendendo come sequenza corretta quella più 
rappresentata. La sequenza consenso di 360 paia di basi (HVR I) verrà poi confrontata con la 
sequenza di riferimento CRS al fine di evidenziare eventuali mutazioni rispetto alla CRS 
stessa (cfr. capitolo 2.2. Le fasi sperimentali e i protocolli usati sono consultabili in 
Caramelli e Lari, 2004). 
 
 33 
   2.1.6    Studi sul DNA antico e sue applicazioni 
 
L’indagine del DNA antico ha contribuito a comprendere alcuni passi della storia 
evolutiva umana. Particolarmente importante è il risultato ottenuto dal confronto tra le 
sequenze di DNA mitocondriale ottenute da reperti neandertaliani e di homo sapiens antichi, 
sembra infatti che si possa escludere una diretta discendenza della nostra specie dai 
neandertaliani (Krings et al., 1997; Caramelli et al., 2003). L’analisi della variabilità del 
mtDNA ha dato un grande contributo anche a livello popolazionistico, l’analisi delle 
sequenze della regione non codificante D-loop ha permesso di ricostruire l’origine e la storia 
demografica delle popolazioni umane (Harpeding et al., 1993) e, a livello più strettamente 
regionale, ha permesso di acquisire notevoli informazioni sulla filogenesi e la struttura 
genetica di popolazioni europee, africane, asiatiche e americane (per le popolazioni europee 
cfr. Di Rienzo et al., 1991; Bertranpetit et al., 1995a; Bertranpetit et al.,1995b; Sajantila et 
al., 1995; Francalacci et al., 1996. Per quelle africane cfr. Vigilant et al., 1991 ; Graven et al., 
1995. Per le popolazioni asiatiche cfr.  Horai S. et al., 1990; Mountain et al.,1995. Per le 
americane cfr. Ward et al.,1991 ; Shilds et al., 1993 ; Santos et al., 1994). 
Le applicazioni possibili dello studio del DNA antico residuo sono varie quali la 
determinazione del sesso, che va a risolvere ad esempio il problema della definizione 
sessuale dei neonati e degli individui immaturi altrimenti difficilmente  risolvibile con i 
metodi della morfometria e morfologia; l’identificazione personale, come per l’analisi dei 
resti scheletrici di Francesco Petrarca, le relazioni parentali, uno su tutti è il famoso caso  
della famiglia imperiale dei Romanov trucidata dai Sovietici e, non da ultimo, 
l’identificazione di patologie tramite l’individuazione del DNA degli agenti patogeni come 
ad esempio quello di mycobacterium tuberculosis ritrovato in mummie precolombiane. Per 
quanto riguarda le applicazioni legate agli studi di evoluzione, come accennato poc’anzi, 
l’esame e la comparazione dei frammenti di mtDNA dell’uomo di Neanderthal e di individui 
cromagnoidi ha evidenziato una diversità tra i neandertaliani e gli antichi sapiens, 
apportando un ulteriore contributo all’ipotesi che i neandertaliani siano un ramo secco 
dell’albero evolutivo e che pertanto vadano esclusi dal nostro album di famiglia. Molto 
importante è l’apporto che sino ad ora ha fornito il DNA antico a favore del modello 
monofiletico dell’origine dell’umanità. I risultati delle ricerche sui marcatori classici 
propendono per la teoria dell’Out of Africa, così come confermano i dati attuali relativi alle 
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paleo sequenze di DNA mitocondriale. Le applicazioni agli studi di genetica di popolazione 
tentano di ricostruire i movimenti migratori e i rapporti filogenetici tra le popolazioni antiche 
e quelle attuali. Si ipotizza che la diversità genomica intra e infra popolazioni moderne sia il 
risultato dei cambiamenti demografici e delle pressioni evolutive che hanno coinvolto i nostri 
antenati pre- proto- storici (Cavalli Sforza et al.,1994; Richards et al., 2000; Torroni et al., 
2001; Underhill et al., 2001). Quindi gli eventi responsabili della variabilità genetica sono da 
ricercare nel passato remoto, presumibilmente quando la densità della popolazione  era bassa 
(Piazza et al.,1988). Al momento questa assunzione non è stata ancora del tutto verificata, 
perché non esistono molti dati sulle popolazioni antiche. Interessante è il risultato dello 
studio comparso nel 2004 su alcuni campioni di mtDNA della popolazione Etrusca che 
mostra come sia riscontrabile una discontinuità genetica tra questa e le attuali popolazioni 
che vivono sul territorio (Vernesi et al., 2004), contrariamente invece alla continuità 
riscontrata tra la popolazione Picena e le attuali popolazioni centro Italiche (Cappellini, 
2003).  Una questione spinosa ancora irrisolta è quella dell’origine della struttura genetica 
dei moderni europei. Essa potrebbe essere il risultato o della prima colonizzazione paleolitica 
dell’uomo anatomicamente moderno che sostituì l’uomo di Neanderthal, o della espansione 
mesolitica avvenuta nella fase post-glaciale dell’ultima glaciazione, o della diffusione della 
cultura neolitica proveniente dal Vicino Oriente oppure di tutti questi processi insieme. Sino 
a poco tempo fa il pensiero comune degli studiosi era che l’onda di avanzamento dei 
neolitici, portatori dell’agricoltura, fosse alla base dell’origine dei moderni europei; pareva 
insomma che gli agricoltori avessero soppiantato il pool genetico dei cacciatori-raccoglitori. 
Alla luce dei nuovi studi biomolecolari invece sembra che ci sia una continuità tra il 
paleolitico e il presente, e che gli elementi dell’antico cacciatore siano presenti nel nostro 
corredo genetico più di quanto non si fosse pensato (Sykes, 2005). Considerato lo stato 
attuale degli studi risulta necessario raccogliere ulteriori dati sulle popolazioni antiche e 
paragonare gli individui moderni ed antichi in varie località e in tempi differenti, al fine di 
condurre uno studio genetico diacronico e sincronico, nella consapevolezza che ricostruire la 
storia biologica umana solo su base molecolare non è sufficiente; come ricordato in apertura, 
l’approccio migliore resta sempre quello dell’indagine multidisciplinare. 
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2.2    Materiali e Metodi 
 
    2.2.1    Campionamento 
 
Sono stati sottoposti ad analisi 54 campioni provenienti da Lucca città e dalle zone 
limitrofe. 
I reperti protostorici e storici provengono da sepolture terragne, mentre quelli preistorici 
provengono da depositi in grotta. I campioni eneolitici e cinque-settecentesci provenienti 
dagli scavi di San Luca sono stati messi a disposizione dal laboratorio di antropologia 
dell’Università di Pisa, quelli etruschi dalla Soprintendenza di Firenze, e i campioni romani e 
longobardi erano conservati presso i magazzini della soprintendenza a Lucca. Il materiale su 
cui è stato fatto il campionamento è stato più volte oggetto di studio e di manipolazione da 
parte degli archeologi e antropologi, ma al momento del prelievo per evitare possibili o 
ulteriori contaminazioni del campione da studiare ad opera del DNA moderno degli 
operatori, sono stati usati guanti in lattice e mascherine monouso. Nella tabella 2.2.1b è 
indicato per ogni campione il distretto osseo su cui si è fatto il campionamento per le analisi, 
mentre nella tabella che segue (2.2.1a) sono riportati in sintesi, per ogni periodo storico 
indagato, i siti di provenienza e il numero di individui analizzati. 
 
località sito cronologia 
N 
individui 
analizzati 
Piana di Lucca, 
Garfagnana, Versilia e 
area della provincia di 
Pisa limitrofa a Lucca 
Buca Tana di Maggiano, Grotta 
Calomini, Grotta all’Onda, Riparo 
del Lauro, Grotta del Leone 
Eneolitico/Bronzo 16 
Gioviano di Lucca, 
Castelfranco di Sotto (PI) 
Antro della Paura , Ponte Gini di 
Orentano Etrusco 3 
Lucca San Girolamo, Galli Tassi Romano (I a.C.-II d.C.) 2 
Lucca Via Fillungo, Corte delle Uova,  San Paolino, Galli Tassi Longobardo (V-VII d.C.) 13 
Lucca Ospedale di San Luca 1500/1700 20 
 
Tabella 2.2.1a -  Elenco dei siti e degli individui analizzati. La cronologia dei siti è riferita a 
datazioni su base archeologica. 
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Tabella 2.2.1b -  Elenco degli individui analizzati. Per ognuno di essi si riporta il distretto 
anatomico su cui si è fatto il campionamento, il sito di provenienza e la datazione. 
CAMPIONI Distretto osseo Sito di provenienza Periodo 
SL T2 P4 inf d Ospedale di S.Luca Lucca 1500-1700 
SL T2 54 I2 sup s Ospedale di S.Luca Lucca 1500-1700 
SL T3 27 I1 sup d Ospedale di S.Luca Lucca 1500-1700 
SL T3 220 I1 sup d Ospedale di S.Luca Lucca 1500-1700 
SL  T4 194 P2 inf s Ospedale di S.Luca Lucca 1500-1700 
SL T5 83 P4 inf s Ospedale di S.Luca Lucca 1500-1700 
SL T5 146 P4 inf s Ospedale di S.Luca Lucca 1500-1700 
SL T5 158 I1 inf s Ospedale di S.Luca Lucca 1500-1700 
SL T8 35 P2 sup d Ospedale di S.Luca Lucca 1500-1700 
SL T8 40 P4 inf d Ospedale di S.Luca Lucca 1500-1700 
SL  T1 1 femore sn Ospedale di S.Luca Lucca 1500-1700 
SL  T2A 78 femore sn Ospedale di S.Luca Lucca 1500-1700 
SL  T2 B 21 femore sn Ospedale di S.Luca Lucca 1500-1700 
SL  T3 22 femore sn Ospedale di S.Luca Lucca 1500-1700 
SL  T3 298 femore sn Ospedale di S.Luca Lucca 1500-1700 
SL  T3 49 femore sn Ospedale di S.Luca Lucca 1500-1700 
SL  T4 121 femore sn Ospedale di S.Luca Lucca 1500-1700 
SL  T4 86 femore sn Ospedale di S.Luca Lucca 1500-1700 
SL  T5 171 femore ds Ospedale di S.Luca Lucca 1500-1700 
SL  T5 23 femore ds Ospedale di S.Luca Lucca 1500-1700 
F I 2 diafisi Via Fillungo 40, Lucca Longobardo 
F I 3 diafisi Via Fillungo 40, Lucca Longobardo 
F I 4 falange piede Via Fillungo 40, Lucca Longobardo 
CU T 1 costa Corte delle uova, Lucca Long VI-VII sec d.C 
CU T 2 clavicola Corte delle uova, Lucca Long VI-VII sec d.C 
SP T 1 coste Via S. Paolino, Lucca Longobardo 
GT T 311 diafisi Galli Tassi, Lucca Longobardo 
GT T 314 diaf inf ds Galli Tassi, Lucca Longobardo 
GT T 297 clavicola Galli Tassi, Lucca Longobardo 
GT T 339 clavicola Galli Tassi, Lucca Longobardo 
GT T 349 costa Galli Tassi, Lucca Longobardo 
GT T 346 dente Galli Tassi, Lucca Longobardo 
GT T 347 diafisi Galli Tassi, Lucca Longobardo 
SG T 1 costa S. Girolamo, città di Lucca Fine I sec. a.C. 
GT T 353 clavicola Galli Tassi, città di Lucca Romano 
OR 28 1 costa Scavo Ponte Gini Orentano Etrusco 
OR 28 2 costa Scavo Ponte Gini Orentano Etrusco 
1 AP diafisi femore Antro della paura Etruschi liguri 
1 RLC omero Riparo del lauro Candalla Eneolitico/Bronzo 
1 AG diafisi femore sn Grotta del leone (Agnano) Eneolitico 
2 AG diafisi femore sn Grotta del leone (Agnano) Eneolitico 
3 AG diafisi femore sn Grotta del leone (Agnano) Eneolitico 
4 AG diafisi femore sn Grotta del leone (Agnano) Eneolitico 
5 AG diafisi femore sn Grotta del leone (Agnano) Eneolitico 
7 AG diafisi femore sn Grotta del leone (Agnano) Eneolitico 
8 AG diafisi femore ds Grotta del leone (Agnano) Eneolitico 
1 BTM epifisi dist femore Buca Tana di Maggiano Eneolitico 
2 BTM (cranio 3) calotta cranica Buca Tana di Maggiano Eneolitico 
3 BTM (cranio 8) calotta cranica Buca Tana di Maggiano Eneolitico 
4 BTM (cranio 6) calotta cranica Buca Tana di Maggiano Eneolitico 
5 BTM (cranio 12) calotta cranica Buca Tana di Maggiano Eneolitico 
7 BTM (cranio 9) calotta cranica Buca Tana di Maggiano Eneolitico 
1 GC calotta cranica Grotta Calomini Eneolitico 
1 GO frontale Grotta all'onda (Camaiore) Eneolitico 
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   2.2.2    Un problema su tutti: la contaminazione 
 
La frontiera più avanzata degli studi di antropologia molecolare è la possibilità di estrarre e 
studiare il DNA da ossa e da tessuti antichi. Dopo la morte i corpi diventano un continuum 
con il sito di deposizione andando incontro ad una serie di scambi ionici, e a contaminazioni 
da parte di microrganismi che crescono saproficamente a scapito della composizione 
organica che viene impoverita e degradata.  Le tecniche di analisi molecolare (reazione della 
polimerasi) permettono di discriminare la componente endogena di materiale cellulare 
rimasta  da quella secondaria quali funghi, batteri e acidi umici. Ma un altro tipo di 
contaminazione molto più subdola della prima è quella che si insinua nel materiale antico 
una volta rimosso dalla sua deposizione finale; tornando alla luce esso perde la verginità fino 
a quel momento preservata a causa della manipolazione degli archeologi e degli studiosi che 
se lo passano di mano in mano sino a giungere nel laboratorio dell’antropologo molecolare, 
ove per altro l’inquinamento da DNA moderno può interessare i reagenti utilizzati per 
l’analisi molecolare mediante PCR. L’inquinamento da DNA eterologo in laboratorio è 
tenuto sotto controllo adottando una serie di accorgimenti, che sono stati riassunti e 
pubblicati nel 2000 da Cooper & Poinar, in modo tale da garantire uno standard di 
affidabilità necessario ad assicurare la validità dei dati. Le norme da seguire, chiamate 
comunemente golden criteria, sono una serie di precauzioni qui riportate (cfr. 2.2.4): 
 
?     Aree di lavoro fisicamente separate per le operazioni pre- e post- amplificazione 
?     Controlli negativi sia in fase di estrazione che di amplificazione 
?     Amplificazione di piccoli frammenti non più lunghi di 200bp (paia di basi) 
?     Convalidazione del dato attraverso clonaggio genico 
?  Riproducibilità  dell’intera fase sperimentale (da un altro operatore o in un altro 
laboratorio) 
?      Valutazione del grado di preservazione biochimico (TGA racemizzazione) 
?     Quantificazione delle biomolecole antiche (PCR competitiva) 
 
L’indagine di laboratorio si articola in varie fasi sperimentali che vengono condotte in 
ambienti esclusivamente dedicati a questo tipo di analisi (preparazione del campione, 
estrazione, purificazione, amplificazione, visualizzazione dei prodotti di PCR) e fisicamente 
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separati tra loro. Prima e dopo ogni passaggio le superfici di lavoro sono lavate con 
ipoclorito di sodio, così come gli strumenti sono puliti con ipoclorito di sodio, etanolo diluito 
al 70% e acqua bidistillata sterile. Per tutti i reagenti vengono preparate aliquote sterili in 
quantità sufficienti per lavorare su un singolo gruppo di campioni, evitando così l’uso 
ripetuto. Nei passaggi di estrazione, purificazione e amplificazione vengono inseriti dei 
controlli negativi, cioè provette che contengono tutti i reagenti necessari per la reazione ma 
non la polvere d’osso in fase di estrazione e il DNA in fase di amplificazione. I controlli 
dell’estrazione e della purificazione vengono amplificati insieme ai campioni. Le cappe sotto 
cui si estrae e si amplifica vengono irradiate quotidianamente con raggi UV a 254 nanometri. 
Gli operatori sia durante le fasi dell’estrazione che nella preparazione della reazione di PCR 
indossano camici, mascherine, cuffie per capelli e guanti di tipo chirurgico. 
La contaminazione del reperto invece è più difficile da gestire e viene trattata  con 
procedure di disinquinamento trattando fisicamente i campioni con abrasivi o facendo 
carotaggi, in altri casi la possibilità è di identificare la frazione antica della sequenza 
nucleotidica ricorrendo ad una analisi differenziale dei prodotti della reazione a catena della 
polimerasi. Si capisce quindi quanto sia importante e fondamentale la collaborazione tra 
archeologi e antropologi sin dal momento dello scavo e recupero delle vestigia umane. 
Al fine di escludere la contaminazione di almeno una parte dei possibili contaminanti, le 
sequenze lucchesi ottenute sono state confrontate con l’mtDNA degli operatori del 
laboratorio di Antropologia Molecolare dell’università di Firenze ove sono state condotte le 
analisi e di alcuni studiosi coinvolti nello studio e nel repertamento dei campioni ossei. 
 
   2.2.3    Studio dei reperti antichi. Principali tecniche biomolecolari 
 
Le metodiche e i protocolli seguiti per il trattamento preliminare dei campioni, la 
valutazione del grado di racemizzazione degli amminoacidi, l’estrazione, l’amplificazione, il 
clonaggio e il sequenziamento del DNA mitocondriale sono quelli riportati in Caramelli et al. 
(2004). 
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   Trattamento dei campioni 
 
L’azione mirata all’eliminazione del DNA inquinante inizia con la pulizia e l’asporto di 
circa 1mm della superficie ossea con carta abrasiva. Ciascuna superficie ripulita viene 
irradiata ortogonalmente con raggi UV a 254 nm per 45 minuti (Cone and Fairfax, 1993), 
questo trattamento rende inattivo il DNA moderno eventualmente presente sulla superficie 
perché i raggi UV inducono la formazione di legami covalenti fra le basi di timida dei 
filamenti opposti, rendendo la catena inaccessibile alla successiva reazione di PCR, quindi la 
presenza eterologa viene silenziata, non è più contaminante. Con un comune mortaio, 
opportunamente lavato con ipoclorito di sodio, etanolo diluito al 70% e acqua bidistillata 
sterile, si polverizza il frammento. La polvere ottenuta (0,5-1 g) viene impiegata 
nell’estrazione e quella parte che eventualmente resta viene conservata in tubi per centrifuga 
sterili a –20°C per le successive estrazioni e analisi di verifica. 
Nei campioni oggetto di studio dov’è stato possibile si è preferito recuperare  il tessuto di 
osso compatto il più interno possibile e in alcuni casi anche dai denti, la cui fonte di DNA 
antico è costituito dalla dentina, poiché in entrambi i casi il tessuto è meno esposto a 
contaminazione. 
 
   Valutazione del grado di racemizzazione degli amminoacidi 
 
La sopravvivenza e la conservazione del DNA antico endogeno  rappresentano il fattore 
determinante per le indagini di paleogenetica. L’analisi avviene su quantità ridotte di 
materiale genetico a causa della degradazione o del depauperameno causato dal fattore 
tempo e soprattutto dall’ambiente di deposizione delle ossa, può accadere quindi che 
campioni antichi contengano tracce insufficienti di DNA. Valutare il degrado della doppia 
elica prima di procedere alle successive fasi è possibile con l’analisi quantitativa pre-
estrazione della racemizzazione. Le proteine, infatti, seguono lo stesso destino diagenetico 
del materiale genetico, per cui risulta logico rivolgere l’attenzione alle macromolecole 
organiche e in particolare agli amminoacidi, i mattoni di cui sono costituite. La 
racemizzazione degli amminoacidi fornisce un criterio per la valutazione della degradazione 
degli acidi nucleici (Poinar et al., 1996; 1999). L’isomero ottico utilizzato nella biosintesi 
delle proteine è l’enantiomero L che si ritrova molto più frequentemente nelle cellule vive 
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rispetto alla forma D (tutti gli amminoacidi, tranne la glicina, si presentano sotto forma di 
due isomeri ottici: D e L enantiomeri). Alla morte cellulare le due forme raggiungono 
l’equilibrio. Il tasso di racemizzazione dipende da una serie di eventi che sono determinanti 
anche nel processo di degrado della doppia elica: presenza d’acqua, temperatura e chelazione 
degli ioni metallici alle proteine. Riveste particolare importanza la racemizzazione dell’acido 
aspartico (Asp) perché possiede i valori di energia di attivazione e velocità di reazione in un 
ampio intervallo di temperatura e a pH neutro simili a quelli della depurinazione. In 
particolare un rapporto D/L Asp  maggiore di 0.08 è di rado compatibile con il ritrovamento 
di DNA antico. 
 
   Estrazione del Dna antico 
 
In un tubo da 15ml di polipropilene  sterilizzato viene messa la polvere d’osso e 2.2 
volumi di SSC 1X e SDS 10% pari allo 0.5% del volume finale, il tutto incubato su un piano 
rotante per 5 minuti a temperatura ambiente. La polvere d’osso viene trattata con soluzioni 
acquose contenenti tensioattivi e agenti chelanti al fine di solubilizzare i lipidi, denaturare le 
proteine e inattivare gli enzimi. 
Si aggiunge successivamente un volume equivalente di fenolo saturo in Tris-HCl  1 M pH 
8 e la soluzione è fatta ruotare per 45 minuti al termine dei quali si recupera il surnatante e ha 
inizio la così detta estrazione fenolo-cloroformio (Sambrook et al., 1989).  Il trattamento con 
solventi organici come fenolo e cloroformio separano il DNA dai diversi componenti 
cellulari.  L’estrazione prosegue con la concentrazione  con Centrex UF-2 del DNA raccolto 
nella fase acquosa tramite l’adsorbimento del DNA su una matrice di silice e con la 
purificazione del DNA tramite BIO 101 Mermei Spin Kit. Al termine dell’operazione si 
ottiene il DNA eluito pronto per l’amplificazione. 
 
    La reazione a catena della polimerasi 
 
Nell’impossibilità di analizzare la sequenza di una singola molecola di DNA è  necessario 
lavorare su una gran quantità di copie, sarà attraverso l’analisi di queste che si ricaverà la 
struttura della molecola d’interesse. Le copie vengono fabbricate grazie alla reazione 
enzimatica della PCR (polymerase chain reaction), un metodo indiretto di amplificazione 
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selettivo molto efficace. L’invenzione della PCR  ha rivoluzionato la diagnostica molecolare 
a partire dalla metà degli anni ‘80 (Mullis), infatti, ha la capacità di riprodurre in poche ore 
milioni, miliardi di copie di un particolare frammento di DNA. Affinché un ciclo di reazione 
si compia devono prodursi un numero elevato di interazioni tra le molecole dei reagenti 
messi insieme in una provetta. La reazione inizia avendo a disposizione una porzione di 
DNA a due filamenti con le estremità 5’ e 3’ che viene denaturato mediante riscaldamento a 
94°C per ottenere due filamenti separati che rappresentano lo stampo per la creazione di altri 
due nuovi filamenti identici. L’uso di una polimerasi termostabile (Taq polimerasi isolata dal 
battere termoresistente Thermos aquaticus) è necessario affinché il composto di reazione 
possa essere riscaldato  in fase di denaturazione sino ad alte temperature senza che si inattivi 
l’attività polimerasica di sintesi dei filamenti. Alla miscela di DNA denaturato si aggiungono 
due oligonucleotidi d’innesco (primers) lunghi dalle 20 alle 30 paia di basi. I  primers si 
legano all’inizio di ogni filamento stampo, ciascuno di essi ha l’estremità 3’ libera che 
servirà come substrato per la sintesi di DNA in direzione 5’-3’; questa fase detta di annealing 
si realizza ad una temperatura che va dai 50 ai 60°C.  La sintesi del DNA si compie nella 
terza fase di estensione a 72°C e procede lungo ciascun filamento di DNA originando una 
nuova copia. Si conclude il primo ciclo e all’appello si contano quindi due molecole di DNA 
che fungeranno a loro volta da stampo nel ciclo successivo; ad ogni ciclo si forma un numero 
doppio di molecole, dopo 30 cicli si forma più di un miliardo di copie,  la formula per 
calcolarne il numero è 2 (n-1). 
I problemi legati a questa tecnica sono gli errori che possono avvenire nel corso della 
replicazione in vitro che si traducono nella produzione di copie non fedeli all’originale, e 
l’amplificazione di tracce di DNA contaminanti a causa della grande sensibilità della tecnica. 
Quest’ultimo problema va affrontato sin dall’inizio prestando attenzione alla pulizia del 
campione ed evitando fonti contaminanti. 
La reazione di PCR del DNA antico necessita di un particolare accorgimento che tiene 
conto dei processi di degradazione della catena. Non è possibile infatti amplificare l’intera 
HVR-I della D-Loop (360 pb) del mtDNA in un singolo passaggio. L’intera HVR-I  che va 
dalla posizione 16024 alla posizione 16383, secondo la numerazione di Anderson et al. 
(1981), viene suddivisa in tre frammenti parzialmente sovrapponibili (Fig. 2.2.3a); per cui 
per ricostruire la regione si dovranno fare separatamente diverse reazioni di PCR per ogni 
frammento utilizzando i seguenti primers: 
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L 15995 (5’- CTA CAG GTG GTC AAG TAT TTA TGG T- 3’) e H 16132 (5’ – CCA 
CCA TTA GCA CCC AAA G – 3’) per il primo frammento, L 16107 (5’ – CGC TAT GTA 
TTT CGT ACA TTA CTG C – 3’) e H 16261 (5’ – TGG TAT CCT AGT GGG TGA GG – 
3’) per il secondo frammento e L 16247 (5’ – GAT TTC ACG GAG GAT GGT – 3’) e H 
16402 (5’ – CAA CTA TCA CAC ATC AAC TGC AA – 3’) per il terzo frammento. Un 
volume di 50 µl di miscela di reazione è composta da 1.5 mM MgCl2, 200 µM di ciascun 
dNTP, 1 µM di ciascun primer, 5  µl di buffer di reazione 10X e 2 unità di Taq Polimerasi. 
La procedura di una PCR standard prevede l’uso di due microlitri di estratto che vengono 
amplificati secondo il seguente profilo termico: 94°C per 10 minuti (attivazione dell’enzima 
Ampli Taq Gold PE) a cui segue la ripetizione per 50 volte dei tre passaggi di denaturazione, 
annealing ed estensione: 94°C per 45 secondi, 53 °C per un minuto, 72°C per un minuto e si 
conclude con un ciclo di estensione a 72°C per 5 minuti (Caramelli et al., 2004). 
Il controllo del risultato della PCR si visualizza tramite corsa elettroforetica orizzontale su 
gel di agarosio. In caso di risultato positivo la banda viene separata dai dimeri di primers e 
dai prodotti aspecifici di PCR rimovendola fisicamente dal gel usando un bisturi sterile sopra 
un transilluminatore a raggi UV; la banda poi viene trattata con il DNA gel extraction kit al 
fine di estrarre il DNA dal gel di agarosio. Il tutto  viene immagazzinato a –20°C ed è pronto 
per la successiva fase del clonaggio. 
 
 
Figura 2.2.3a – L’amplificazione della regione HVR-I del mtDNA umano è ottenuta amplificando 
separatamente tre tratti parzialmente sovrapponibili di circa 150 bp, la cui somma copre l’intera 
lunghezza della regione. 
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    Il clonaggio 
 
Un’ ulteriore operazione di moltiplicazione della doppia elica è necessaria per poter 
discriminare le mutazioni realmente presenti nelle sequenze di tutti gli ampliconi, dalle 
misincorporazioni registrate in uno o pochi cloni e dalle eventuali sequenze eterologhe 
estranee al campione in esame. Il clonaggio è una tecnica che permette di ottenere numerose 
copie identiche di un frammento specifico di DNA in vivo, cioè sfruttando il meccanismo di 
replicazione del DNA all’interno di cellule batteriche, solitamente di Escherichia coli, il cui 
ciclo riproduttivo essendo di pochi minuti garantisce in poche ore un numero elevato di copie 
delle cellule procariote e del frammento in questione in esse inserito (Fig. 2.2.3b). 
L’inserimento del tratto di doppia elica nei batteri è possibile grazie all’uso di molecole 
circolari di DNA, sono più piccole rispetto al cromosoma batterico, la loro peculiarità è 
quella di poter attraversare facilmente la membrana plasmatica della cellula e quindi essere 
scambiate tra una cellula e l’altra. Queste strutture circolari, chiamate plasmidi, sono degli 
ottimi  ‘vettori di clonaggio’ perché possiedono un’origine di replicazione riconoscibile dalla 
DNA polimerasi che sintetizza il nuovo DNA, almeno un gene che conferisce resistenza agli 
antibiotici e un sito di inserzione per il DNA esogeno all’interno della sequenza di un gene 
espresso.  
Le cellule batteriche trasformate vengono fatte crescere e duplicare su piastre con terreno 
di coltura contenente  un composto sintetico chiamato X-gal (analogo al galattosio) che dopo 
esser stato metabolizzato dall’ enzima β-galattosidasi sintetizzato a sua volta dal gene 
contenente la regione polylinker che ospita il DNA esogeno, si converte in un composto di 
colore blu. Al termine della crescita lo screening blue/white consente di riconoscere le 
colonie cellulari contenenti il plasmide ricombinante che appariranno come puntini bianchi 
da quelle senza plasmide o con il plasmide non coniugato all’inserto che saranno di colore 
blu. 
Il clonaggio dei vari prodotti di PCR è eseguito usando il kit TOPO TA cloning Invitrogen, 
che usa come vettore il plasmide PCR-Topo.  Segue una PCR post-clonaggio delle colonie 
bianche recuperate, per l’amplificazione si utilizzano gli universal primers M13 forward e 
M13 reverse con un ciclo termico ripetuto per 30 volte: 30 secondi a 90°C, 1 minuto a 50°C 
e 1 minuto a 72°C. Un volume di 40 µl di miscela di reazione è composta da 2mM MgCl2, 1 
µM di ciascun primer, 0.125 mM di ciascun dNTP, 4  µl di buffer 10X e 0.75 unità di Taq 
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Polimerasi. Il prodotto della PCR, ovvero le colonie contenenti l’inserto (ampliconi), viene 
identificato mediate corsa su gel di agarosio e confrontato con un marcatore di peso 
molecolare noto per non incorrere in errori nel riconoscimento delle bande degli ampliconi. 
Gli ampliconi contenenti il frammento di DNA esogeno vengono purificati usando colonnine 
BIORAD e resina Sepharose (Pharmacia) e conservati a –20°C nell’archivio biologico, in 
questo modo grazie alle condizioni termiche e alla protezione del plasmide a cui è 
intimamente legato il DNA viene immortalato. 
 
 
 
Figura 2.2.3b – Il clonaggio di un frammento di DNA consiste nel coniugare il frammento esogeno 
a un plasmide. Il plasmide viene inserito all’interno di una cellula batterica; ad ogni ciclo di divisione e 
duplicazione del batterio si ottiene una nuova copia del plasmide con il DNA in esso inserito. Numerosi 
cicli di crescita metteranno a disposizione un elevato numero di copie del frammento di DNA. 
 
    Il sequenziamento 
 
Per ottenere l’ordine sequenziale delle basi azotate dei nucleotidi che compongono il 
frammento di DNA è necessario sottoporre gli  ampliconi purificati al sequenziamento, che 
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si basa sul principio della PCR secondo il metodo della sequenza ciclica a terminazione con 
fluorescenza (BigDye Terminator V1.1 Cycle Sequencing kit, Applied Biosystem). 
Nella miscela di sequenza composta da 3.2 pmol del primer universale M 13 forward, 
dalla Taq polimerasi, da quattro 2’-deossinucleotidi trifosfati e da quattro 2’-3’-
dideossinucleotidi trifosfati marcati con composti fluorescenti  di quattro colori diversi, uno 
per ogni base azotata (BigDye), vengono aggiunti 5 µl di amplicone purificato. Il ciclo 
termico a cui si sottopone la mix di sequenza è indicato dalla casa produttrice del kit. La 
corsa elettroforetica del prodotto di reazione avviene attraverso un capillare all’interno di un 
sequenziatore automatico che restituisce un elettroferogramma (grafico che registra i picchi 
di emissioni luminose) per ogni amplicone analizzato (Fig. 2.2.3c).  All’interno del 
sequenziatore i frammenti di DNA prodotti, ognuno dei quali termina con un 
dideossinucleotide marcato, vengono separati per elettroforesi in base alla loro lunghezza e 
colpiti da un raggio di luce laser che determina la fluorescenza delle molecole di BigDye 
legate ai nucleotidi terminali dei frammenti; un software abbina a ogni emissione luminosa la 
base azotata corrispondente e ricostruisce la sequenza nucleotidica del segmento di DNA 
sequenziato. Usando un solo primer, che riconosce uno dei due filamenti che compongono il 
frammento di elica, la reazione darà come prodotto molecole di DNA a singolo filamento. 
 
    Lettura e ricostruzione della sequenza nucleotidica 
  
Partendo dall’ elettroferogramma una serie di operazioni permettono il recupero della 
sequenza d’interesse e la ricostruzione delle 360 paia di basi. Le fasi descritte sono state  
ripetute per ciascun amplicone di ogni campione. L’amplicone purificato e sequenziato è 
composto da un filamento di DNA fiancheggiato da poche decine di paia basi del plasmide, 
la lettura della sequenza inizia con l’identificazione delle sequenze iniziali e terminali del 
plasmide che viene riconosciuto con il programma Chromas 
(http://www.technelysium.com.au/chromas.html) che permette di leggere 
l’elettroferogramma. Le sequenze sono poi esportate in formato FASTA e vengono allineate 
automaticamente con il software ClustalX (http://www.ebi.ac.uk/clustalw/) in modo tale da 
poter visualizzare facilmente le eventuali sostituzioni nucleotidiche; successivamente le 
sequenze degli ampliconi allineate sono esportate nel programma DAMBE 
(http://web.hku.hk/~xxia/software/software.htm) ed editate, cioè isolate una per una dal 
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plasmide, le sequenze plasmidiche che non sono necessarie per le analisi successive vengono 
eliminate. I passaggi descritti sono ripetuti per tutti e tre i tratti  fino ad ottenere tre serie di 
ampliconi in parte sovrapponibili. 
In seguito tutti gli ampliconi, ripuliti dal plasmide, del primo, secondo e terzo tratto 
vengono salvati in formato di testo e vengono allineati tra loro e confrontati con la sequenza 
di riferimento CRS (Anderson et al., 1981). In questo modo si rilevano le mutazioni rispetto 
alla CRS e si ha la possibilità di verificare se sono presenti sequenze contaminanti tra gli 
ampliconi analizzati. Infine si procede per ciascun campione alla ricostruzione manuale della 
sequenza consenso dell’intero tratto indagato (Fig. 2.2.3d). 
 
 
 
 
Figura 2.2.3c – Il risultato del sequenziamento automatico del DNA è un Elettroferogramma 
visualizzabile con il programma Chromas. Il grafico contiene i picchi di emissione luminosa registrati e la 
corrispondente sequenza nucleotidica. La T (timida) evidenziata è il primo nucleotide che indica l’inizio 
del I tratto di DNA (TTCTTTCA), a sinistra della T invece termina la sequenza del plasmide. 
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Figura 2.2.3d – Utilizzando il programma TextPad le sequenze dei tre tratti di mtDNA vengono 
allineate manualmente sfruttando la loro parziale sovrapponibilità, in modo tale da assemblare la 
sequenza consenso che sarà confrontata con la CRS e utilizzata nei successivi steps dell’analisi genetica. 
   
 2.2.4    Metodi di autenticazione 
 
La caratterizzazione genetica di campioni antichi presenta grandi difficoltà tecniche dovute 
alla degradazione e alla scarsità del materiale di partenza ; nella fase sperimentale è 
necessario seguire rigorosamente alcuni criteri di autenticazione affinché i risultati ottenuti 
possano considerarsi attendibili (Cooper & Poinar, 2000).  
 Precauzioni adottate nel presente studio: 
?    Separazione fisica delle aree di lavoro per le analisi pre- e post- amplificazione. La 
ricerca si articola in diverse fasi sperimentali che sono state condotte in stanze separate tra 
loro e dedicate esclusivamente a questo tipo d’analisi (preparazione del campione, 
estrazione, purificazione, amplificazione e visualizzazione del prodotto di PCR). Le superfici 
di lavoro, prima di ogni passaggio, sono state pulite con ipoclorito di sodio. Le operazioni di 
estrazione e amplificazione sono state eseguite sotto cappe dotate di raggi UV a 254 nm 
sempre accesi (non durante l’esecuzione degli esperimenti ovviamente). La cappa per la PCR 
(Genesphere) ha due aperture che consentono solo l’introduzione delle mani dell’operatore, 
coperte da guanti chirurgici, all’interno dell’ambiente protetto. I camici, le mascherine, le 
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cuffie per i capelli e i guanti usati nella fase di estrazione e di amplificazione sono sterili di 
tipo chirurgico. 
 
?    Particolare cura è stata adottata per tutti i reagenti che sono stati aliquotati sterilmente 
in quantità utili per lavorare su un singolo gruppo di campioni, evitandone così l’uso 
ripetuto. 
 
?  Inserimento di  controlli negativi insieme ai campioni nelle fasi di estrazione, 
purificazione e amplificazione; ovvero provette che contengono tutti i reagenti, ad esclusione 
della polvere d’osso in fase di estrazione, e del DNA nelle fasi di purificazione e di 
amplificazione. I controlli dell’estrazione e della purificazione sono amplificati insieme ai 
campioni. 
 
?   Valutazione del grado di preservazione biochimico delle molecole antiche. Prima di 
procedere con le analisi è utile poter determinare la presenza o l’assenza di DNA nel 
campione. Può succedere, infatti, che a causa dei processi degradativi a cui il materiale 
genetico è sottoposto, i campioni antichi non contengano più tracce di DNA. La 
racemizzazione degli amminoacidi fornisce una buona indicazione sul grado di degradazione 
degli acidi nucleici (Poinar et al, 1996; 1999). 
 
?    Amplificazione di piccoli frammenti di DNA. A causa dei processi di degradazione 
del DNA antico (Herrmann et al., 1993) non è possibile amplificare frammenti di DNA 
antico più lunghi di 200 paia di basi in una sola PCR. Perciò la regione HVRI dell’mtDNA 
da me indagata, essendo lunga 360 paia basi, è stata suddivisa in tre tratti di circa 150 paia 
basi parzialmente sovrapponibili utilizzando le seguenti coppie di primers: L 15995 –H 
16132, L 16107 – H 16261, L 16247 – H 16402. 
 
?  Clonaggio dei prodotti di amplificazione. Nell’indagine sul DNA antico non è 
consigliabile procedere direttamente al sequenziamento dei prodotti di amplificazione , ma è 
necessario procedere con il clonaggio degli amplificati con successivo sequenziamento di più 
ampliconi. L’analisi di quest’ultimi permette di discriminare tra le mutazioni quelle presenti 
in tutte le sequenze da quelle che si verificano occasionalmente in uno o pochi ampliconi. 
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2.3    Analisi dei dati e Risultati 
 
Per valutare la struttura genetica dei campioni analizzati si sono stimati alcuni parametri 
che descrivono la variabilità genetica riscontrata nell’analisi della prima regione ipervariabile 
del DNA mitocondriale (posizioni 16024 – 16383). 
 
    2.3.1    Polimorfismi e sequenze consenso 
 
Una volta assemblate le sequenze nucleotidiche sono pronte per essere analizzate con i 
genetic software. 
È stato possibile ottenere la sequenza consenso per 25 campioni. Le sequenze ottenute , di 
cui si riassumono le caratteristiche genetiche nella tabella 2.3.1a, sono state confrontate con 
la sequenza di riferimento CRS per evidenziare i siti polimorfici presenti nei campioni 
analizzati (Tab. 2.3.1b). Nel confronto è stata inserita anche una sequenza presente in 
letteratura di un campione di provenienza etrusca dal villaggio di Ponte Gini (Vernesi et al., 
2004). 
 
 XVI-XVIII sec V-VII sec d.C. I sec d.C. Etruschi Eneolitici 
N loci 360 360 360 360 360 
N sequenze 10 3 2 2 9 
N aplotipi 9 3 2 2 7 
N siti polimorfici 12 12 2 2 11 
N transizioni 12 12 2 2 11 
N trasversioni 0 0 0 0 0 
Diversità 
Aplotipica 
0,9778+/-0,0540 1,0000+/-0,2722 1,0+/-0,5 1,0+/-0,5 0,9167+/-0,0920 
 
Tabella 2.3.1a – Variabilità genetica delle popolazioni studiate. 
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Dalla comparazione delle 360bp con la sequenza di riferimento di Anderson, si possono 
osservare i seguenti polimorfismi di sequenza: 
 
                                          111111111111111111111 
                         666666666666666666666 
                         011112222222222233333 
                         628892346677999901557 
                         967933591408346841560 
 
ANDERSON                 CTCTCCATCCCCACCTTTCTG 
 
Grotta del Leone 1       .................C... 
Grotta del Leone 2       .................C... 
Grotta del Leone 3       .....T..........C.... 
Grotta del Leone 4       .............TTC..... 
Grotta del Leone 5       .C................T.. 
Grotta del Leone 8       .............TT...... 
Buca Tana di Maggiano 1  ...C.T.C.........C... 
Buca Tana di Maggiano 3  .................C... 
Grotta all’Onda 1        ....................A 
               Antro della Paura 1      TC................... 
          Castelfranco (Vernesi et.al)  ...C...............C. 
Galli Tassi 353          ........T........C... 
San Girolamo 1           ..................... 
Fillungo 2               ...C.........TT...... 
Galli Tassi 339          TC................... 
               San Paolino 1            .CTC.T...TTTG....C... 
San Luca 11              TC..T................ 
San Luca 2               ...C................. 
San Luca 2A78            ..................... 
San Luca 322             ...C.............C... 
San Luca 3220            ...............C..... 
San Luca 349             .C...........TT...... 
San Luca 4121            ..................T.. 
San Luca 486             ..................... 
San Luca 5171            .............TT.C.... 
San Luca 523             ......G....T......... 
 
 
Tabella 2.3.1b – Polimorfismi di sequenza. Confronto tra la sequenza nucleotidica della regione 
HVR-I dei campioni analizzati e la sequenza di riferimento CRS. In rosso sono indicate le posizioni 
nucleotidiche dei siti polimorfici. 
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    2.3.2    Elaborazione dei dati. Analisi a livello intra- e infra- popolazionistico 
 
Il programma Arlequin v 2.0 (Schneider et al., 2000) calcola, sulla base di un file di input 
contenente i dati sui campioni da analizzare, le statistiche genetiche utili sia per il confronto 
con i valori simulati dal programma di coalescenza, che per costruire il grafico MDS. In 
tabella 2.3.2a sono riportati gli indici di variabilità genetica riscontrati all’interno delle 
popolazioni  (gruppo 0 – gruppo 5) e tra la popolazione moderna Toscana (gruppo 0) 
(Francalacci et al., 1996) in relazione con quelle antiche (gruppo 1 – gruppo 5). 
 
 Gruppo 0 
Moderni 
Gruppo 1 
XVI-XVIII sec 
Gruppo 2 
V-VII sec d.C. 
Gruppo 3 
I sec d.C. 
Gruppo 4 
Etruschi 
Gruppo 5 
Eneolitici 
Sample size  
Dimensione del 
campione  
61 10 3 2 2 9 
Haplotype number  
Numero aplotipi 
46 9 3 2 2 7 
Average pairwise 
difference  
Mismatch medio 
3,996721 
+/- 
2,025926 
3,022222 
+/- 
1,719067 
8,00 
+/- 
5,12 
2,00 
+/- 
1,73 
4,00 
+/- 
3,16 
3,277778 
+/- 
1,859370 
 Haplotype 
diversity  
Variabilità 
aplotipica (SimCoal) 
0,964369 0,869156 0,666667 0,5 0,5 0,78574 
Nucleotide 
diversity 
Variabilità 
nucleotidica 
0,011071 
+/- 
0,006224 
 
0,008372 
+/- 
0,005385 
 
 
0,022161 
+/- 
0,017713 
 
0,005540 
+/- 
0,006785 
0,01180 
+/- 
0,012388 
0,009080 
+/- 
0,005843 
Condivisione allelica 
In confronto ai 
Moderni 
 0,043 0,021 0,021 0,043 0,021 
FST  0,01783 0,00943 0,01063 0,01063 0,04442 
 
Tabella 2.3.2a – Output di Arlequin v. 2.0. indici di variabilità genetica. Il valore riportato per la 
variabilità aplotipica è quello corretto per SimCoal: HD*(HN-1/HN). 
 
 
Indici di variabilità genetica: 
 
?    Variabilità interna alle popolazioni: 
 
      ?      Numero di aplotipi: numero di sequenze diverse nel campione 
      ?    Diversità aplotipica: probabilità che due aplotipi  scelti a caso siano diversi nel 
campione 
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      ?     Diversità nucleotidica: probabilità che due nucleotidi omologhi scelti a caso siano 
diversi 
? Mismatch medio (π): numero medio di differenze tra tutte le coppie di aplotipi nel 
campione 
 
    ?   Variabilità tra popolazioni: 
 
?   Condivisione allelica (haplotype sharing) (SH): indica la proporzione di alleli 
presenti in una popolazione che ritroviamo anche nell’altra popolazione     
?   FST : distanza genetica 
 
    2.3.3    Simulazione di coalescenza 
 
La costruzione di modelli evoluzionistici, creati su sequenze di DNA generate dal 
programma di simulazione,  permettono di riprodurre la variabilità genetica osservata 
sperimentalmente su campioni di individui più o meno antichi. 
 
   La teoria della coalescenza 
 
La coalescenza è un modello flessibile che mostra linee evolutive  che vanno indietro nel 
tempo in cui le parentele sono scelte casualmente. 
Dato un campione di n sequenze mitocondriali, è possibile formulare delle previsioni sui 
fenomeni genealogici che le hanno generate. Le alternative possibili sono: che le n sequenze 
derivino da altrettanti genitori indipendenti dalla generazione precedente, o che alcune 
sequenze abbiano un genitore comune. Si definisce coalescenza quest’ultimo evento, che 
sarà tanto più probabile quanto più grande è n, e tanto meno probabile quanto più grande è la 
dimensione della popolazione N. Attraverso una serie di eventi di coalescenza, le dimensioni 
del campione si riducono fino a che, procedendo a ritroso nel tempo, si giungerà all’ultimo 
antenato comune (MRCA: most common recent ancestor). Non è dato sapere come tutto 
questo sia avvenuto, ma è possibile simularlo al calcolatore scegliendo opportuni valori di N 
(Fig. 2.3.3a). 
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La coalescenza è un processo stocastico, cioè una descrizione matematica dell’evoluzione 
casuale di una quantità nel tempo, ed è considerato il mezzo primario per simulare 
genealogie (Rosenberg et al., 2002). 
 
Figura 2.3.3a  -  Albero di coalescenza con comparsa di mutazioni  
 
 
    Il programma  Serial SimCoal  
 
Serial SimCoal (Anderson et al., 2005) è un programma che, sulla base di alcuni parametri 
inseriti dall’utente, considera un algoritmo basato sulla teoria della coalescenza in grado di 
simulare diversi scenari evolutivi. Questa versione è un’ estensione di SimCoal 1.0 
(Excoffier et al., 2000) che oltre a contenere tutte le caratteristiche della versione 1.0 
permette di includere campioni antichi di popolazioni diverse. L’uso di questo nuovo 
programma di simulazione può aiutare a  comprendere le relazioni genealogiche tra le 
popolazioni indagate. Il programma genera un campione di sequenze simulate che si possono 
confrontare con quelle osservate. 
 Si sono costruiti diversi scenari evolutivi, che differiscono per la taglia delle popolazioni, 
per il tasso di crescita, per gli eventi storici considerati e si sono confrontati statisticamente i 
dati di diversità genetica osservati con quelli simulati.  
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Il programma si avvale di un algoritmo che si articola in due fasi: inizialmente si genera la 
genealogia del campione, secondo parametri demografici predeterminati, procedendo dal 
presente al passato. Successivamente su tale genealogia si distribuiscono casualmente le 
mutazioni secondo un tasso prefissato procedendo dal passato al presente. Ad ogni 
generazione viene determinato il numero corrente di discendenze riferito a quelle sequenze 
provenienti dalla generazione precedente. Se le dimensioni della popolazione sono Ni , allora, 
per geni aploidi, la probabilità di coalescenza di due sequenze è pari a: 
 
( )
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i
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N
2
1 - n  n 
2
 n i ext,i ext,i ext, =÷
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Gli scenari simulati cambiano al variare dei valori dei parametri di input (Tabella 2.3.3b). 
Nel presente lavoro alcuni parametri di impostazione sono costanti per ogni simulazione: 
 
? il numero dei campioni 
? la datazione in generazioni delle sequenze nel passato 
? la lunghezza delle sequenze 
? il tipo di materiale genetico e la distribuzione del tasso di mutazione 
 
Per creare scenari diversi si sono variati da simulazione a simulazione i seguenti campi: 
 
?   le dimensioni delle popolazioni 
?   il tasso di crescita 
?   il tasso di mutazione 
?   gli eventi storici 
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Tabella 2.3.3b – Parametri di input necessari per la simulazione e parametri di output generati da 
Serial Simcoal. 
 
Di seguito sono riportati i parametri di input relativi alle simulazioni generate sulle 
popolazioni antiche dell’area lucchese in relazione anche con le sequenze moderne toscane:  
 
? Popolazioni: sono 6 le popolazioni considerate: Moderni, XVI-XVIII sec. d.C., V-
VII sec. d.C., I sec d.C. (Romani), Etruschi (~V sec. a.C), Eneolitici (~XXX sec. 
a.C.). 
? Dimensione del Deme: le dimensioni della popolazione attuale di Lucca e del suo 
territorio sono di circa 380.000 abitanti (N) (dato ricavato dal sito 
http://it.wikipedia.org/wiki/Provincia_di_Lucca). Dai testi di demografia storica 
(Beloch, Ginatempo, Del Panta, Pinto) sono state tratte le stime della popolazione 
nei periodi storici considerati (cfr. paragrafo 1.2). Per cui facendo una media delle 
stime riportate dal Beloch in tabella 1.2a (dal 1583 al 1758) la popolazione di 
inizio Rinascimento è di circa 111.954 abitanti. Nella tabella1.2a mancano le 
stime relative al contado nei primi secoli del XIV secolo. Facendo una 
proporzione con i periodi successivi nel 1300 la popolazione di Lucca e territorio 
doveva essere intorno alle 82.500 unità. È probabile che questa sia una stima in 
eccesso, per cui prendendo in considerazione anche altre fonti, si considera pure il 
valore suggerito intorno ai 48-50.000 abitanti. Siccome la popolazione del 1300 è 
numericamente simile a quella del Tardo Antico e a cavallo del Tardo Antico e 
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l'Alto Medioevo si ha una diminuzione della popolazione fino a ½ di quella tardo 
antica si ha che: per il periodo Longobardo si è stimato un numero di abitanti che 
oscilla tra 24.000 e 42.000 unità e per il primo secolo dopo Cristo la stima è tra i 
48.000 e i 82.500 abitanti. Mancando le stime di popolazione per la protostoria e 
la preistoria, per etruschi ed eneolitici si è fatto riferimento a stime utilizzate in un 
recente lavoro di simulazione di coalescenza (Belle et al., 2006). Per gli Etruschi 
la stima  si oscilla tra i 12.000 e i 24.000 individui e per l’Eneolitico o 
anteriormente all’effetto del fondatore la popolazione suggerita è tra le 1.200 e le 
2.400 unità. La dimensione effettiva (Nf) delle popolazioni è stata calcolata   
dividendo la stima per 12, poiché la consistenza effettiva della popolazione 
mitocondriale è 1/4 di quella autosomica e approssimativamente la porzione 
femminile fertile è 1/3 del totale. La popolazione Nf è data da N/12. 
? Approssimazione dell’età delle popolazioni: Per le popolazioni considerate si è 
calcolato il tempo in generazioni, considerando una generazione pari a 25 anni. 
? Tasso di crescita indica l’aumento o la diminuzione della dimensione della 
popolazione nel tempo. Per ogni modello il tasso di crescita è calcolato sulle Nf 
prese in considerazione di volta in volta. 
?  Tasso di mutazione: i tassi di divergenza usati sono: 0.1 mutazioni per milione di 
anni per nucleotide (Pakendorf et al., 2005) e 1 mutazioni  per milione di anni per 
nucleotide (Howell et al., 2003). Il valore usato da Serial SimCoal considera il 
tempo in generazioni (ognuna pari a 25 anni), e l’intera sequenza nucleotidica 
(pari a 360 paia di basi), pertanto il tasso di mutazione sarà uguale rispettivamente 
a (0,0000001*25*360) / 2 = 0,00045 e (0,000001*25*360) / 2= 0,0045.  
? Eventi storici considerati: si è preso in considerazione il calo demografico che 
investì l’Italia antica a partire dalla fine del Tardo Antico sino all’Alto Medioevo. 
A livello Nazionale secondo la demografia storica la popolazione Italiana nel 
primo Alto Medioevo era la metà rispetto ai primi secoli dopo Cristo, ed è più o 
meno il momento in cui i Longobardi scendono in Italia. Inoltre si sono 
considerati due eventi di crisi di mortalità, cioè il brusco e violento rialzo della 
mortalità provocato da una causa che normalmente non è presente nella 
popolazione, legati alla diffusione della peste, che tra le forme epidemiche che 
hanno colpito le popolazioni europee nel corso del Medioevo e dell’età Moderna è 
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senza dubbio la più grave. Occorre infatti sottolineare che, né il tifo, né il vaiolo, 
né il colera né altre epidemie ‘sociali’ che comparvero successivamente alla peste, 
hanno più provocato delle catastrofi di pari intensità. Le ondate di peste erano 
spesso precedute o alternate da periodi di carestie, che contraddistinsero 
soprattutto la prima metà del XIV secolo (Del Panta, 1980).  I due eventi 
pestilenziali sono stati collocati approssimativamente a 22 e a 15 generazioni fa, 
cioè comparvero rispettivamente tra il 1348-1530 e il 1630-1657. 
? Numero di loci: Si considera il numero di paia basi che costituiscono la regione 
HVR-I del DNA mitocondriale, 361 pb. 
 
Per ogni scenario sono state create 1000 simulazioni indipendenti che hanno prodotto 
altrettanti valori per ogni statistica considerata. In output si ottiene quindi un file di tipo 
“_stat.cvs” (Comma separated values), un database contenente la serie di statistiche 
genetiche  per ogni iterazione del programma per ciascun gruppo statistico (stat_group) e per 
tutti i campioni combinati (statistiche tra stat_groups diversi). Questo file è visualizzabile 
con il programma Excel. 
Per ciascun modello  sono stati calcolati valori statistici: quattro sono relativi alla diversità 
genetica all’interno di ogni popolazione (numero totale di aplotipi, diversità aplotipica, 
average pairwaise differences), e tre riguardano la diversità infra- popolazioni (lo sharing 
allelico relativo alla popolazione moderna e quello relativo ai cinque gruppi di popolazioni 
antiche, e la distanza FST). I valori simulati sono stati comparati con quelli osservati calcolati 
con il programma ARLEQUIN V. 2.0 (Schneider et al., 2000). 
Si sono simulati molti scenari evolutivi diversi tra loro cercando di individuare quale 
producesse i risultati più vicini a quelli osservati, e per determinare quanto i modelli costruiti 
siano significativi si è usato un test statistico di significatività. Si sono confrontati 
statisticamente i valori simulati con quelli osservati, calcolando le probabilità di ciascun 
valore analizzato, e utilizzando il test di Fisher per combinare queste probabilità. 
 y = -2(Σln(P))    Questo valore assume una distribuzione χ2 con 2n gradi di libertà, dove n 
è il numero di statistiche considerate, ed è in grado di darci una reale stima di quanto un 
modello simuli bene le condizioni osservate (Sokal et al., 1995). La significatività dei 
modelli è stata testata tramite un chi quadrato, dato che le probabilità combinate con il test di 
Fisher hanno una distribuzione analoga. Usando un livello di confidenza pari allo 0.05% e 46 
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gradi di libertà (2*23) il valore soglia è 62,82.  Nel calcolo del χ2, delle 23 variabili 
statistiche, se ne considerano sempre 18 mentre 5 variano a seconda che si considerino le FST 
(diversità tra gruppi) o l’ Haplotype sharing. Per cui  i valori di χ2 calcolati saranno due:  χ2 
(FST) e χ2 (HS). Più basso è il χ2 osservato, minore è la differenza fra i dati simulati e quelli 
osservati, e quindi maggiore è la probabilità che lo scenario simulato sia valido. Il valore di 
soglia χ2 è stato di volta in volta modificato con la correzione di Bonferroni (α ́=α/k) α=0,05 
e k=numero dei test eseguiti. 
 
Il programma Serial SimCoal (Anderson et al., 2005) è stato elaborato per permettere di 
applicare il programma SimCoal (Excoffier et al., 2000), capace di analizzare sequenze di 
DNA campionate in diversi spazi temporali, all’analisi del DNA antico. Le prime reti di 
coalescenza consentivano di modellare i dati relativi alla genetica di popolazione a partire da 
una singola popolazione in un singolo punto del tempo (Kingman, 1982; Hudson, 1990). In 
seguito furono sviluppati dei modelli che permisero di strutturare i dati a partire da due punti 
nel tempo, ovvero effettuare una coalescenza in serie (Rodrigo et al., 1999). Il contributo più 
importante che Serial SimCoal offre al campo di ricerca dell’antropologia e della genetica di 
popolazione è la capacità di analizzare simultaneamente molteplici dati provenienti da 
differenti popolazioni e da punti diversi della scala del tempo. Permette anche di simulare 
migrazioni tra popolazioni, nonché di considerare l’incidenza di eventi storici. 
    2.3.4    MDS 
 
L’obbiettivo dell’analisi di Multidimentional Scaling (MDS) è quello di individuare le 
dimensioni significative sottostanti ai dati che permettono di spiegare le similarità o le 
differenze osservate tra gli oggetti analizzati. Fare un’analisi di scaling multidimensionale di 
popolazioni correlate, tra loro da matrici di distanza genetica, significa riorganizzarle in uno 
spazio a più dimensioni osservate nel miglior modo possibile. In termini tecnici il 
programma usa un algoritmo di minimizzazione di funzioni che valuta differenti 
configurazioni con l’obbiettivo di massimizzare la bontà d’adattamento (o minimizzare la 
mancanza d’ adattamento) rispetto ai dati. La misura per valutare quanto una particolare 
configurazione riproduce la matrice di distanze osservata è la misura di stress (Phi). Con il 
software STATISTCA 5.5 è stato possibile eseguire i calcoli e la rappresentazione grafica. 
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2.4    Analisi dei risultati 
 
    2.4.1    Modelli di coalescenza a confronto 
 
Per le regioni non ricombinanti del DNA i pattern dei dati dipendono dall’effetto di 
giuntura della genealogia e delle mutazioni delle popolazioni. A sua volta la forma della 
genealogia dipende dalla dimensione della popolazione attraverso il tempo e dalla 
dimensione del campione; ed è influenzata da fattori quali la selezione e il flusso genetico. 
La coalescenza in serie permette di considerare campioni moderni e antichi dentro la stessa 
genealogia e testare alcune ipotesi riguardanti la loro storia demografica. 
Per comprendere quale scenario storico è coerente con i dati genetici si sono creati dei 
modelli semplici con taglia della popolazione e tasso di crescita costante, e modelli più 
complicati che considerano diverse stime di popolazione in diversi periodi storici e alcuni 
eventi demografici del passato che possono aver avuto degli effetti sulla diversità genetica. 
Alla fine di ogni simulazione sono state calcolate misure di diversità genetica e la bontà della 
fit per ogni modello simulato. 
Per ogni modello si riporta la media dei valori statistici creati dal programma su 1000 
simulazioni (Tab.2.4.1b), la valutazione della verosimiglianza (P) per ogni scenario e il χ2 
stimato con il Test di Fisher (Tab.2.4.1c). Ogni parametro statistico considerato ha valori che 
si distribuiscono intorno ad una propria media, di modo che si può definire in che intervallo 
cade il valore più probabile (cioè con quale probabilità). I modelli che mostrano una 
distribuzione dei parametri statistici molto lontana dai valori osservati possono essere 
individuati ed esclusi. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Tab.2.4.1a - Approssimazione dell’età delle popolazioni in generazioni (una generazione è pari a 25 
anni). 
Gruppo Popolazioni Generazioni 
0 Moderni 0 
1 XVI-XVIII sec d.C. 16 
2 V-VII secd.C. (Longobardi) 58 
3 I d.C. (Romani) 80 
4 Etruschi 100 
5 Eneolitici 200 
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Si sono simulati modelli che ipotizzano un’unica linea evolutiva tra le popolazioni 
(Abbreviazioni: HN Haplotype number, PD Average pairwise difference, HD Haplotype 
diversity, ND Nucleotide diversity, HS Haplotype sharing, P probabilità): 
 
Model 1. Popolazione grande a grandezza costante. Con µ=0,1. Questo semplice modello 
corrisponde a una popolazione che mantiene costante la popolazione femminile Nf = 38000 
(una stima in eccesso dell’attuale popolazione che vive a Lucca e provincia) per 200 
generazioni (corrisponde al periodo Eneolitico).  
Con questo scenario sono evidenti i valori troppo alti di PD e alcuni valori di P sono 
troppo bassi in particolare per la popolazione 5; infatti, le medie simulate sono tutte troppo 
alte, a parte  la media di HN che va bene, e quella di FST che è poco inferiore al valore 
osservato.  I valori simulati sono quindi significativamente diversi (maggiori) da quelli 
osservati, così come esprime il valore del χ2.  
 
Modello 1:Una grande popolazione a misura costante 
 
Model 2. Popolazione piccola a taglia costante. Con µ=0,1.  
 
Modello 2:Una piccola popolazione a misura costante 
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Il modello simula una popolazione con Nf =2000 al tempo 0 e costante per 200 
generazioni. La diversità genetica tra le popolazioni è più bassa rispetto al model 1. I valori 
di PD sono molto inferiori rispetto a quelli del modello precedente, aumentano invece troppo 
i valori di HS e quelli di FST, tanto che i valori di P di HS sono tutti minori a 0,05. I valori 
simulati sono inferiori rispetto a quelli osservati, tranne che per HS e FST.  
 
Model 3. (cfr. disegno del model1) Popolazione grande a grandezza costante. Come Model 
1 ma con  µ=1. Questo scenario genera P troppo basse. I valori simulati sono troppo alti, 
soprattutto per PD, rispetto a quelli osservati. 
 
Model 4. Popolazione in crescita. Si considera l’espansione della popolazione che va da 
Nf=38000 a Nf=2000 alla generazione 16 (XVII secolo) con µ=0,1. I valori di HS sono alti. 
Mentre sono bassi quelli di HN e HD per i gruppi 0, 1 e 5 (solo HN); per il gruppo 0 invece 
bassi sono i valori di PD e HD.  
 
Modello 4:Una popolazione in espansione a partire da 16 generazioni fa 
                            
Model 5. (cfr. disegno model 4) Popolazione in crescita. Si considera l’espansione della 
popolazione che va da Nf=38000 a Nf=2000 alla generazione 100 (periodo etrusco) con 
µ=0,1. Anche se leggermente migliore il risultato della simulazione è simile a quello del 
model 4. 
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Model 6. (cfr. disegno model 4) µ=1. Popolazione in crescita. Si considera l’espansione 
della popolazione che va da Nf=38000 a Nf=2000 alla generazione 16 ( XVII secolo). Le P 
dei valori simulati del gruppo 0 sono troppo basse. Si noti però che il valore χ2 (HS) è il 
migliore rispetto ai modelli precedenti. 
 
Model 10. Effetto del fondatore a 300 generazioni fa e  successiva espansione della 
popolazione. µ=1. Tre diversi tassi di crescita. Al tempo 0 Nf=32000 (popolazione femminile 
di Lucca e provincia), a 16 generazioni la Nf =9300 (stima della popolazione di Lucca e il 
suo territorio a cavallo tra Medioevo e Rinascimento, Tab. 1.2a), a 100 generazioni fa 
Nf=1000 (periodo etrusco) e a 300 generazioni fa Nf=100.  
I valori simulati sono significativamente diversi a quelli osservati, tendenzialmente 
inferiori, ad esclusione di HS e FST che sono troppo alti. 
 
 
 
Modello 10:Effetto del fondatore a 300 generazioni fa. Popolazione in espansione  con tre diversi tassi 
di crescita.  
 
Model 11. (cfr. disegno model 10) µ=1. Espansione della popolazione ipotizzando tre 
diversi tassi di crescita. Al tempo 0 Nf=33000 (popolazione femminile stimata in eccesso di 
Lucca e provincia), Nf =10000 (stima in eccesso della popolazione di Lucca e il suo 
territorio (Tab. 1.2a) tra Basso Medioevo e primo Rinascimento), Nf=1000 a 100 generazioni 
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fa (periodo etrusco) e a 300 generazioni fa Nf=200. Per aumentare la variabilità genetica si 
sono aumentati i valori di Nf. I valori simulati, seppur migliori del modello 10, sono ancora 
inferiori rispetto ai valori osservati. 
 
Model 12a. Effetto del fondatore ed espansione della popolazione a partire da 300 
generazioni fa. µ=1. Un episodio di selezione dopo espansione e quattro tassi diversi di 
crescita. Il bottleneck a 64 generazioni fa corrisponde al calo demografico che investì l’Italia 
antica sul finire del Tardo Antico sino all’Alto Medioevo. La Nf iniziale è di 33000, 
Nf=9300 a 16 generazioni, Nf=2000 a 64 generazioni, Nf=4000 a 80 generazioni e Nf=200 a 
300 generazioni fa. I valori simulati sono abbastanza buoni, in particolare rispetto a quelli 
generati dai precedenti modelli, tranne che per PD e ND della popolazione 2 che sono troppo 
bassi, così come lo è il valori HN  del gruppo 0. Gli aplotipi condivisi danno valori troppo 
alti per le popolazioni 1, 2 e 5 e le FST di 2, 3 e 4 sono troppo alte rispetto alle osservate. 
Migliorano i valori di χ2 (HS) e di χ2 (FST). 
 
Modello 12a:Espansione della popolazione interrotta da un episodio di selezione a 64 generazioni fa 
(calo demografico che investì l’Italia antica) e ripresa della crescita (4 tassi di crescita diversi). 
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Model 15. Effetto del fondatore ed espansione della popolazione a partire da 300 
generazioni fa. µ=1. Due episodi di selezione e successiva espansione e cinque tassi diversi 
di crescita. Si considera l’evento della peste del 1630 in cui secondo la demografia storica il 
contado lucchese perse circa 15000 abitanti. La Nf iniziale è di 34000, il modello simula un 
bottleneck con Nf=9000 a 15 generazioni fa. A 16 generazioni la Nf=10000 si riduce al 
secondo bottleneck a 2000 alla generazione 64, segue un’espansione fino alla generazione 80 
Nf=4000, e infine a 300 generazioni fa Nf=200. L’inserimento di un altro bottleneck dà 
valori di χ2  migliori rispetto al model 12a. A non fittare bene sono ancora le FST dei gruppi 2, 
3 e 4 troppo alte rispetto alle osservate, le P basse di HN e HD per la popolazione moderna e 
i valori toppo alti di HS tra la popolazione moderna e i gruppi 1,2 e 5 per cui le P 
corrispondenti sono troppo basse. 
 
 
Modelo 15:Effetto del fondatore e crescita della popolazione a 300 generazioni fa. Due episodi di 
bottleneck rispettivamente a 15 (peste del ‘600) e a 64 (crisi demografica Tardo Antico/Alto Medioevo) 
generazioni fa che alternano fasi di espansione e contrazione della popolazione. 
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Model 16. Si semplifica lo scenario rispetto al precedente considerando solo un bottleneck. 
Espansione della popolazione a partire da 300 generazioni fa. 
Un episodio di selezione dopo espansione e tre tassi diversi di crescita. Nf=34000, segue 
un bottleneck a 64 generazioni fa in cui Nf=2000, un’espansione fino alla generazione 80 
Nf=4000, e infine a 300 generazioni fa Nf=200. Questo modello rispetto al 12a  simula un 
solo tasso di crescita prima dello strozzamento alla generazione 64. Migliori sono i valori di 
HS del gruppo 2 e di HD di 0, migliorano leggermente anche le P di HS, infatti la χ2 (HS) si 
abbassa anche se è ancora lontano dal valore soglia. 
 
 
 
 
 
Modello 16:Evento del fondatore ed espansione della popolazione interrotta da un episodio di 
selezione  a 64 (crisi demografica che investì l’Italia antica) generazioni fa e tre diversi tassi di crescita. 
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Model 17. (cfr. disegno model 16) Come il Model 16, un episodio di selezione dopo 
espansione e tre tassi diversi di crescita, ma con Nf iniziale di 32000. Continua a persistere la 
non compatibilità dei valori statistici simulati per la popolazione 0 e 2. Lieve peggioramento 
dei valori di χ2 (HS) e di χ2 (FST). 
 
Model 18. Le condizioni del Model 15 (cfr. anche disegno): due episodi di selezione e 
successiva espansione e cinque tassi diversi di crescita. Al fine di aumentare la variabilità 
genetica e di sanare il valore di HN della popolazione moderna sempre troppo basso rispetto 
a quello osservato, alla simulazione si dà come stima delle popolazioni quella relativa a un 
territorio più grande: la Toscana (3,5 milioni di abitanti è la stima della popolazione toscana 
attuale, su questa cifra si calcola, in proporzione al numero di abitanti di Lucca e territorio 
nel corso dei secoli, la stima della popolazione femminile nei diversi momenti storici presi in 
considerazione). Il valore di χ2 (HS) è al di sotto del valore soglia, ed infatti i valori di HS 
simulati sono simili a quelli osservati. Il χ2 (FST) resta però ancora significativamente alto; 
molti valori statistici differiscono da quelli osservati, in particolare proprio le FST  dei gruppi 
1, 2, 3 e 4 che sono troppo alte e le P di PD delle popolazioni 0, 1 e 5 troppo basse. 
Osservando i valori di P di HN del gruppo 0 (moderni) si noti che solo per questo modello la 
probabilità è superiore a 0,05. 
 
Model 21. Espansione della popolazione a partire da 300 generazioni fa. µ=1. Due episodi 
di selezione e successiva espansione e cinque tassi diversi di crescita. Nella struttura il 
modello è simile al model 15, ma gli eventi di bottleneck considerati sono la peste del 1348-
1530 e del 1630-1657.  La Nf iniziale è di 33000, il modello simula un bottleneck con 
Nf=8000 a 15 generazioni fa. A 16 generazioni la Nf=9300 si riduce al secondo bottleneck a 
3750 alla generazione 22, segue un’espansione fino alla generazione 28 Nf=4000, e infine a 
300 generazioni fa Nf=200. Lo scenario con il secondo bottleneck posto al XV secolo dà  
valori di χ2  peggiori rispetto al model 15. A non fittare bene sono ancora le FST dei gruppi 2, 
3 e 4 troppo alte rispetto alle osservate e le P basse di HN e HD per la popolazione moderna. 
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Modello 21:A partire da 300 generazioni fa popolazione in espansione segnata da due eventi di 
selezione a 15 (peste 1630-1657) e a 22 (peste 1348-1530) generazioni fa e da cinque diversi tassi di 
crescita. 
 
 
Model 22. (cfr. disegno model 21) Sono riproposte le condizioni del modello precedente 
di cui però si cambia la Nf=7000 alla generazione 28 in base alle stima calcolata dalla tabella 
redatta dal Beloch. I valori di χ2  migliorano rispetto al model 21. 
 
Model 23. (cfr. disegno model 21) Sono riproposte le condizioni del model 22 di cui si 
cambia la taglia della popolazione moderna Nf=35000. Visto che le probabilità  di HN e HD 
per il gruppo 0 è sempre troppo bassa si cerca di intervenire sulla variabilità e quindi 
aumentando la taglia della popolazione, ed infatti i valori di χ2  migliorano rispetto al model 
22. 
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Model 24. (cfr. disegno model 21)   Sono riproposte le condizioni del model 22 di cui si 
cambia la taglia della popolazione moderna Nf=38000. Si modifica ulteriormente il valore 
della popolazione moderna ottenendo però un leggero peggioramento dei valori di χ2 perché 
nel contempo tende a diminuire il valore della  P di PD del gruppo 2. 
 
    Model 25. (il disegno è simile al model 15, e qui di seguito lo si ripropone)  Espansione 
della popolazione a partire da 300 generazioni fa. Due episodi di selezione e successiva 
espansione e cinque tassi diversi di crescita. Si considera l’ondata di peste che investì il 
periodo dal 1348 al 1530. La Nf iniziale è di 34000, il modello simula un bottleneck con 
Nf=3750 a 22 generazioni fa. A 28 generazioni la Nf=7000 si riduce al secondo bottleneck a 
3500 alla generazione 64 (crisi demografica che iniziò sul finire del Tardo Antico e proseguì 
nell’Alto Medioevo), segue un’espansione fino alla generazione 80 Nf=6000, e infine a 300 
generazioni fa Nf=200. I valori simulati differiscono ancora con quelli osservati ma alcuni 
fittano bene. La simulazione dà valore di χ2 (HS) quasi uguale al valore soglia corretto con 
Bonferroni (78,48), e valore di χ2 (FST) più basso rispetto a quelli calcolati per tutti i modelli 
sin qui descritti. Le FST dei gruppi 2, 3 e 4 sono ancora troppo alte rispetto alle osservate e le 
P basse di HN e HD per la popolazione moderna. Raggiungono valori più vicini a 0,05 le P 
di PD e ND della popolazione 2. 
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Modello 25:Popolazione in espansione segnata da due eventi di selezione a 22 (peste 1348-1530) e a 
64 (calo demografico Tardo Antico/Alto Medioevo) generazioni fa e da cinque diversi tassi di crescita. 
 
 
Model 26. (cfr. disegno model 16) Espansione della popolazione a partire da 300 
generazioni fa. Un evento di selezione, la peste del 1348, e successiva espansione e tre tassi 
diversi di crescita. Al tempo 0 Nf=34000, Nf=3750 a 22 generazioni fa, Nf=7000 a 28 
generazioni fa e infine a 300 generazioni fa Nf=200. Anche con questa simulazione a non 
fittare bene sono sempre i valori relativi alla popolazione moderna e alla 2. 
 
Model 27. (cfr. disegno model 25) Sono riproposte le condizioni del model 25 di cui si 
cambia la taglia della popolazione a 64 generazioni fa Nf=4500. I valori delle P migliorano 
leggermente rispetto al model 25, ma a non determinare l’abbassamento dei valori di χ2 sono 
i valori degli alleli condivisi simulati del gruppo 0 con le popolazioni 4 e 5 le cui P sono di 
poco inferiorii rispetto a quelli del modello 25. 
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   2.4.2    Confronto interpopolazionistico. MDS 
 
Le matrici di distanza genetica FST ottenute dal confronto tra i cinque gruppi indagati e 
altre popolazioni, italiane moderne e antiche ed euro-asiatiche sono state rappresentate con 
due grafici MDS. Il grafico 2.4.2a mostra i risultati dell’analisi interpopolazionistica 
effettuata considerando  i cinque gruppi lucchesi e le popolazioni italiane antiche e quella 
moderna. 
 
 
 
Grafico 2.4.2a – MDS tra i campioni lucchesi antichi e le popolazioni italiche antiche, toscani 
moderni e italiani moderni. Con il pallino rosso sono indicati i gruppi di campioni lucchesi. Il valore di 
stress della configurazione è 0,00164. 
 
Il grafico 2.4.2b mostra i risultati dell’analisi interpopolazionistica effettuata considerando  
i cinque gruppi lucchesi e le popolazioni euro-asiatiche. 
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Grafico 2.4.2b – MDS tra i campioni lucchesi antichi e le popolazioni euro-asiatiche. Con il pallino 
rosso sono indicati i gruppi di campioni lucchesi. 
 
    2.4.3    Valutazione del grado di racemizzazione 
 
Nella tabella 2.4.3a sono riportati i valori di racemizzazione relativi al rapporto tra le 
concentrazioni dell’enantiomero D e dell’enantiomero L dell’acido aspartico (Asp D/L) per 6 
campioni scelti a random tra quelli oggetto del presente studio; l’esame di tale rapporto è 
stato ampliato anche ad altre componenti aminoacidiche quali l’acido Glutammico (Glu D/L) 
e l’Alanina, (D/L Ala). In tabella sono elencati i valori delle medie dei rapporti misurati per 
ogni aminoacido.  
A seguito di queste analisi preliminari pre - estrazione tutti i campioni sono stati sottoposti 
agli esperimenti successivi, cercando di riuscire ad amplificare il tratto completo della 
sequenza nucleotidica della regione HVR-I del DNA mitocondriale; tenendo presente che, 
una buona preservazione delle macromolecole biologiche deve essere considerata una 
condizione ‘necessaria ma non sufficiente’ per la buona riuscita dell’analisi genetica 
(Lindahl et al., 1972) . 
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Campioni lucchesi d/l Asp d/l Glu d/l Ala 
1AG 0,0587 0,0119 0,0057 
8AG 0,0642 0,0166 0,0063 
1BTM 0,0551 0,0129 0,0049 
3BTM 0,0535 0,0137 0,0059 
SLT4121 0,0274 0,0032 0,0021 
SLT486 0,0258 0,0032 0,0018 
 
Tabella 2.4.3a – Rapporti medi D\L Asp, D\L Glu, D\L Ala, di alcuni campioni lucchesi. 
 
2.5    Discussione 
 
I dati della racemizzazione relativi ai valori misurati per ogni aminoacido sono buoni, 
infatti, ad esempio i rapporti D/L dell’acido aspartico sono tutti inferiori a 0,08, cioè al 
valore soglia al di sopra del quale la probabilità di recuperare DNA antico risulta molto 
bassa. Si può dedurre che le condizioni microambientali dei contesti di scavo in cui questi 
reperti sono stati rinvenuti erano tali da consentire una discreta conservazione delle 
macromolecole biologiche. 
La resa in termini di sequenze complete ottenute si attesta intorno al 46% ed è in accordo 
con quanto osservato in altri studi sul mtDNA antico (Neolitici 57%. Lari, 2004; Etruschi 
37%. Vernesi et al., 2004; Nuragici 45%. Sanna, 2003; Piceni 26%. Cappellini, 2003). Il 
risultato è coerente con i buoni valori di D/L Asp. La valutazione del grado di 
racemizzazione degli aminoacidi acido glutammico e alanina è stata utile al fine di 
evidenziare se i reperti fossero stati oggetto di attacchi microbici apportatori di aminoacidi 
esogeni. L’assenza di contaminazione da parte di agenti biologici esterni è data dall’ordine 
relativo dei rapporti D/L Asp > D/L Glu > D/L Ala; questo è l’andamento che si riscontra nei 
campioni sottoposti ad analisi. 
All’interno del campione sono state rilevate solo transizioni e nessuna trasversione, e 
questo dato, oltre ad essere coerente con quanto avviene nella maggior parte delle 
popolazioni, è coerente con le informazioni riportate in letteratura che indicano per la 
regione non codificante del DNA mitocondriale un rapporto tra transizioni e trasversioni 
pari, in media, a 24:1 (Greenber et al., 1983). 
I grafici MDS, in cui la distribuzione delle misure delle distanze genetiche viene 
rappresentata in uno spazio tridimensionale e bidimensionale (rispettivamente grafico 2.4.2a 
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e 2.4.2b) mettono in evidenza che l’ insieme dei campioni eneolitici lucchesi si colloca in 
una posizione più distante rispetto al gruppo centrale, costituito nel primo grafico dalle 
popolazioni italiche antiche e dai toscani e italiani moderni, mentre nel secondo sia dalle 
popolazioni antiche che da tutte quelle moderne presenti in letteratura. Il gruppo dei reperti 
eneolitici rinvenuti nelle grotte della lucchesia presenta una variabilità genetica diversa 
rispetto a quella delle popolazioni moderne, ed infatti, il valore di FST tra eneolitici e moderni 
è il maggiore tra tutti quelli calcolati (Tab 2.3.2a). La variabilità genetica è anche diversa 
rispetto alle popolazioni paleolitiche e neolitiche; infatti confrontandone le sequenze con 
quelle eneolitiche lucchesi, solo una è condivisa con il gruppo dei nuragici. Anche i 
longobardi lucchesi cadono fuori dal  gruppo centrale e questo si spiega con la presenza di 
una sequenza piuttosto anomala perché risulta appartenere ad un aplogruppo tipicamente 
africano. La condivisione allelica del gruppo eneolitico con i moderni è di 0,021 (Tab. 
2.3.2a). Lo stesso valore si registra per il gruppo longobardo e per quello romano. Ma se si 
va a calcolare la condivisione allelica tra gli eneolitici e gli altri gruppi si otterrà un valore 
nullo, mentre il campione romano ha una condivisione di 0,1 con i rinascimentali e i 
longobardi di 0,5 con il campione etrusco. Si osserva quindi che i valori di FST del campione 
eneolitico in relazione agli altri gruppi aumenta (da 0,044 a 0,060). 
Si sono creati molti scenari evolutivi cercando di individuare quali producano i risultati più 
vicini a quelli simulati. I modelli presentati  sono solo i più rappresentativi di un numero 
maggiore di simulazioni effettuate.  Per alcuni modelli si sono ipotizzate una serie di eventi 
demografici che devono aver investito le popolazioni nel corso del tempo; si sono testate le 
conseguenze a livello genetico. Gli scenari 1-3 con popolazione di taglia costante danno 
valori statistici in contrasto con quelli osservati, sono modelli troppo semplificati che non 
rispecchiano l’evoluzione reale della popolazione. Modelli che prevedono l’espansione della 
popolazione, per cui le popolazioni antiche sono le antenate di quelle attuali,  4-11, sono 
scenari più realistici che però ancora non si accordano ai valori osservati. Modelli più 
complicati che ricalcano l’andamento storico-demografico della popolazione, 12a–27,  non 
sono comunque compatibili completamente con i dati osservati; il problema riguarda 
principalmente i valori osservati nella popolazione moderna e gli alleli condivisi e i valori di 
FST di questa calcolati in relazione alle altre popolazioni.  
Osservando la tabella delle likelihood (P) alla voce FST ci si rende conto che per la gran 
parte dei modelli la probabilità è molto bassa, in particolare per le popolazioni 2,3 e 4; il 
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valore osservato cade al di fuori della distribuzione simulata e quindi la probabilità che il 
modello descriva ciò che è realmente accaduto è molto bassa. Contemporaneamente però il 
modello 18 e 25 hanno un χ2 (HS) accettabile pur avendo valori di FST non buoni; le 
simulazioni sono intermedie, cioè la probabilità corrisponde a valori osservati che 
differiscono dalla media di quelli simulati più del valore osservato. Inoltre si nota che i 
valori di χ2 sono migliori se si considera un tasso di mutazione del mtDNA alto (ad 
eccezione del model 3). Per i primi modelli si è considerato un tasso di mutazione di 0,1 per 
milione di anni per nucleotidi, ossia il tasso di mutazione stimato sulla base di studi 
filogenetici. Con questo tasso non si è riusciti a trovare nessun modello che si adattasse ai 
valori osservati, e i valori di χ2 per questi modelli sono troppo alti. Invece, per il modello 
che è risultato migliore (model 25), si è considerato un tasso di mutazione dieci volte 
superiore, ossia il tasso stimato dagli studi di pedigree (Howell et al., 2003). Questo tasso è 
stato lo stesso utilizzato da Belle et al. (2006). Pertanto un tasso di mutazione di 0,0045 
rende maggiormente possibile uno scenario di trasmissione di sequenze antiche ai moderni, 
ma nel contempo molte sequenze possono esser mutate risultando simili ma non uguali a 
quelle antiche. L’ineguaglianza dei risultati tra il tasso di mutazione di pedigree e il tasso di 
mutazione da studi filogenetici è difficilmente spiegabile. Gli autori suggeriscono che a 
determinare questa disparità intervengano molte cause, tra cui gli hotspots, la deriva 
genetica, l’incapacità dei metodi filogenetici di comprendere adeguatamente gli alti livelli 
delle omoplasie nelle regioni di controllo e la selezione. Le indagini di pedigree 
rappresentano quindi un approccio complementare alle analisi filogenetiche e potrebbero 
permettere in futuro una migliore comprensione dei processi che contribuiscono 
all’evoluzione del genoma mitocondriale umano. 
Di scenari se ne possono creare molti altri ancora; questi descritti non hanno dato risultati 
ottimali. Penso però che diano degli indizi su che strada seguire, ossia quella più tortuosa 
che considera quegli eventi demografici capaci di incrementare o di diminuire la variabilità 
genetica. Per gli eventi pestilenziali considerati i fenomeni che si producono sono quelli che 
si generano in una popolazione nel corso di una crisi di mortalità. Al momento del primo 
apparire dell’epidemia il numero giornaliero dei decessi prende ad aumentare con crescente 
rapidità, fino a raggiungere un punto di massimo, dopo il quale, sia per la diminuita 
virulenza del morbo, che per la diminuzione della numerosità della popolazione esposta al 
rischio, si ha generalmente una fase calante. Si assiste, spesso in maniera drastica, a una 
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diminuzione dei matrimoni, causata da una serie di fattori quali il rallentamento delle 
attività economiche e delle relazioni sociali, i lutti familiari, la fuga della popolazione dalle 
località colpite verso quelle non interessate dall’epidemia. La diminuzione dei matrimoni è 
spesso accompagnata da una riduzione dei concepimenti e quindi delle nascite. Ma la 
popolazione ha capacità di reazione nei confronti dei danni creati dalla crisi; le unioni 
matrimoniali dissolte possono riformarsi con un secondo matrimonio, la morte di uno o più 
bambini può essere ripristinata da un accrescimento della fecondità delle coppie. Non da 
ultimo, una comunità decimata da un’epidemia può rinnovarsi con l’immigrazione di 
individui e nuclei familiari provenienti da altre aree geografiche (Del Panta, 1980). È in 
occasione di eventi come questo che si hanno depauperamenti o incrementi di variabilità nel 
pool genetico. 
I risultati ottenuti, basati peraltro su un quantitativo di sequenze esiguo, non fanno 
intravedere una continuità genetica tra gli antichi e i moderni. Credo però che 
l’interpretazione non possa essere accettata proprio perché l’apporto umano differenziato fu, 
ed è tutt’ora considerevole, per cui è da supporre un’altra spiegazione, e cioè che  le antiche 
sequenze di mtDNA hanno i loro discendenti nella popolazione moderna (aplotipi 
condivisi), ma il gene flow proveniente da altre aree geografiche è così intenso che la 
discendenza antica è diluita e sottorappresentata nel campione moderno considerato. Ed 
infatti il valore dell’haplotype sharing simulato tra la popolazione moderna (gruppo 0) con 
quelle antiche (gruppi 1-5) è spesso troppo alto, cioè ci sono troppi alleli condivisi rispetto a 
quelli osservati. Questo risultato si spiega con una bassa variabilità a cui si è fatto fronte 
aumentando nelle varie simulazioni la taglia delle popolazioni. Si è cercato di giocare sulle 
stime di popolazione sino a supporre addirittura una Nf moderna di 38.000 e si è visto che i 
risultati migliorano. Quindi il non riuscire a simulare un modello di coalescenza è 
spiegabile ipotizzando che nel corso del tempo vi siano stati flussi genici dall’esterno di 
significativa entità. Alla luce dei risultati, inoltre, si azzarda una considerazione sul 
programma SimCoal, ovvero che lavori bene su grandi popolazioni e che riduca l’efficacia 
se applicato ad areali geografici ristretti in cui per forza di cose le taglie delle popolazioni 
sono più ridotte. 
La questione dell’origine di un popolo non  ha mai una risposta semplice e univoca. Un 
popolo è il risultato storico, in un dato momento, del concorso di fattori diversi, non il 
prolungamento di un’unica realtà precedente. 
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3    PALEONUTRIZIONE 
 
Per valutare  il ruolo della dieta nell’evoluzione umana si deve ricordare che la ricerca del 
cibo, il suo consumo e il suo impiego per i processi biologici sono tutti aspetti critici 
dell’ecologia di un organismo vivente. Sopravvivenza e riproduzione, infatti, sono in stretta 
relazione con la dinamica energetica tra gli organismi e l’ambiente di vita. Le variazioni 
della disponibilità alimentare pare che abbiano avuto una forte influenza sui nostri antenati 
ominidi; l’evoluzione ha fatto si che l’uomo acquisisse una grande flessibilità alimentare in 
modo tale da non dipendere da una singola dieta. Il miglioramento della qualità e la 
versatilità alimentare hanno implicazioni importanti, prima tra tutte l’aumento del volume 
cerebrale; un grande cervello implica un maggiore fabbisogno energetico. 
 Si spiega così l’attenzione prestata da antropologi e archeologi alla ricostruzione della 
paleodieta, che risiede nell’importanza dei cambiamenti del regime alimentare nel corso 
dell’evoluzione umana; non solo, la conoscenza del tipo di dieta fornisce utili informazioni 
sui meccanismi di sussistenza, sull’organizzazione dell’economia, sullo stato di salute e 
sull’assetto sociale del gruppo umano indagato.  
Le tre principali linee di studio della paleoalimentazione, soprattutto riferita alla preistoria, 
sono i cambiamenti morfologici dei reperti osteologici, le evidenze archeologiche e la 
chimica dell’osso (elementi in traccia e isotopi stabili). L’analisi chimica diretta  degli 
elementi guida rintracciabili nelle ossa è,  insieme all’esame dei denti, dei mascellari, dello 
studio radiografico delle strie di Harris e della cribra orbitalia, una delle fonti principali per 
ottenere informazioni sulle condizioni alimentari e quindi sullo stato di salute. 
Sono molti gli elementi chimici che si possono fissare sulla matrice inorganica dell’osso, 
tra questi lo zinco e il rame sono particolarmente legati al consumo di proteine animali, 
mentre lo stronzio è un indicatore di dieta vegetariana. La determinazione della quantità di 
questi ed altri elementi nei reperti ossei è un metodo per stabilire lo stato nutrizionale di un 
gruppo o di un singolo individuo. 
Gli elementi sottoposti ad indagine devono avere i seguenti requisiti: 
 
?     esiste una  relazione nota tra l’elemento e una specifica categoria di alimenti 
?    la fissazione dell’elemento nell’osso è proporzionale alla quantità ingerita 
?    l’elemento è introdotto e assimilato nell’organismo solo attraverso il consumo del cibo 
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L’applicazione in campo paleoantropologico delle tecniche di indagine chimico-fisiche sui 
micro elementi nelle ossa umane risale alla seconda metà del Novecento. L’importanza dello 
stronzio nella catena trofica, quindi come indicatore di condizioni di vita passate, è emersa a 
partire da studi sul movimento di un pericoloso isotopo radioattivio dello stronzio (90S) 
nell’atmosfera, nel suolo, nelle acque e negli esseri viventi, sprigionato dalle reazioni 
nucleari sperimentate negli anni cinquanta. Nel 1965 Toots e Voorhies ricostruirono le 
abitudini alimentari di alcuni erbivori a partire dalla concentrazione di stronzio nelle ossa 
fossili. L’assimilazione differenziale dello stronzio nei tessuti animali e vegetali determina il 
frazionamento di questo elemento nella catena alimentare. Infatti, l’apparato radicale delle 
piante assorbe lo stronzio dal terreno, esse vengono ingerite dagli erbivori nelle cui ossa si 
fissa l’elemento; la concentrazione è inferiore nelle ossa degli onnivori e dei carnivori che ne 
assumono in quantità inferiori in proporzione al tipo di dieta (Schoeninger, 1979). Ne segue 
una progressiva riduzione delle quantità di stronzio dalle piante agli erbivori e da questi agli 
onnivori e carnivori. 
 
 
3.1     La chimica dell’osso e la diagenesi 
 
L’osso è un tessuto ben organizzato. Il perpetuo stato dinamico delle ossa con l’ambiente 
circostante definito da scambi ionici,  determina in vita i flussi biogenici regolati dal 
fabbisogno fisiologico, mentre  post mortem  stabilisce scambi di tipo diagenetico con 
l’ambiente di deposizione. L’osso è composto da una frazione inorganica (70% circa), una 
matrice organica (30% circa) e acqua. Circa il 25% del peso secco è costituito da una 
componente organica fatta di collagene, altre proteine, proteoglicani e lipidi. La matrice 
inorganica dell’osso è formata da carbonato (9-11%), da fosfato di calcio (84-86%) e da altri 
sali in minor quantità. Il fosforo si presenta sottoforma di cristalli di idrossiapatite, che 
costituiscono le parti ‘dure’ dell’organismo (cartilagine, scheletro, dentatura) e viene 
prodotta durante tutto l’arco della vita di un individuo. La matrice inorganica aumenta 
durante lo sviluppo e l’accrescimento, raggiungendo nell’individuo il valore pari al 65% del 
peso secco. L’idrossiapatite contiene circa il 18,5 % di fosforo e il 39,9 % di calcio; quindi se 
l’osso è costituito per il 70 % da minerale, un reperto inalterato dovrebbe contenere 12,95 % 
di fosforo e 27,9 % di calcio. Il valore del rapporto Ca/P oscilla tra 1,85 e 2,59. Il 
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depauperamento o il sovradosaggio di componenti  può dipendere da un’alterazione 
strutturale determinata dalla diagenesi e dalla composizione del terreno circostante  ricco in 
Ca e P che può essere fonte di inquinamento. 
Le alterazioni chimiche che modificano la struttura fisica dell’osso intervengono sia nei 
costituenti organici che in quelli inorganici e sono determinate dalla diagenesi, un processo 
di consolidamento e trasformazione che può portare a una cementazione e ricristallizzazione  
delle componenti sedimentarie preesistenti. La variazione dell’umidità, della presenza di 
acque, dei cambiamenti di temperatura e di pressione del carico dei sedimenti stessi 
favoriscono i processi di cementazione, di demineralizzazione, di sostituzione di minerali 
preesistenti e di rigenerazione cristallina. 
Non esiste una regola per determinare il comportamento diagenetico di un elemento perché 
i fattori da dover considerare sono molteplici, primi tra tutti la natura dell’elemento e la sua 
mobilità nell’ambiente, le caratteristiche e l’inquinamento di questo e il tempo di sepoltura. 
Vero è che in linea di massima, se alcuni elementi diminuiscono la loro concentrazione 
nell’osso (Na, Mg, Cl,  K), altri l’aumentano (F, Si, Mn, Fe) (Schoeninger, 1979) e altri 
ancora vengono assorbiti dal terreno (Pb, F). Ce ne sono una decina il cui comportamento è 
scarsamente influenzato da tutto ciò che avviene dopo la deposizione del corpo, per cui sono 
elementi utili e attendibili per la paleodieta: stronzio e zinco sono ottimi indicatori; calcio, 
azoto e piombo mostrano piccole variazioni. Sono invece elementi diagenetici: il ferro, l’ 
alluminio, il manganese e il potassio, che pertanto non possono essere usati come indicatori 
(Lambert et al., 1984). Sulla base di queste considerazioni è stato ideato un metodo di 
correzione tramite il confronto con il terreno di giacitura; secondo il gradiente di 
concentrazione se l’elemento passa dall’osso al terreno vuol dire che la concentrazione di 
quell’elemento nell’osso è inferiore a quella presente nel terreno. Viceversa se la 
concentrazione è maggiore nell’osso è probabile che non sia avvenuta diagenesi (Keplinger, 
1984; Lambert et al., 1979) oppure sia avvenuto un passaggio dell’elemento dal terreno verso 
l’osso (Lambert et al., 1984; 1985).  
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3.2    Materiali e Metodi 
 
Sono stati sottoposti ad analisi 35 campioni d’osso provenienti da inumati recuperati in siti 
archeologici della città di Lucca e del territorio circostante (Tabella 3.2a). 
 
    3.2.1    Metodi d’indagine 
 
La spettroscopia ad assorbimento atomico (AAS) è la tecnica di indagine paleonutrizionale 
più comune perché è di facile utilizzo, le analisi hanno costi limitati e ha un’alta sensibilità 
verso molti elementi chimici, con il limite però di dover analizzare un solo elemento per 
volta. Sfruttando il calore di una fiamma gli elettroni, che normalmente ruotano intorno al 
nucleo senza assorbire o emettere radiazioni, vengono eccitati, tanto da trasportarli in orbite 
distanti dal nucleo. L’energia che sprigionano nel tragitto di ritorno alla loro posizione 
originale genera spettri di lunghezze d’onda diverse specifici per ogni elemento, “la materia 
assorbe luce alla stessa lunghezza d’onda alla quale la emette” (legge di Kirchoff). Quindi 
tali spettri sono un riflesso quantitativo della presenza dell’elemento nel campione. Questa 
metodologia è stata applicata nelle indagini del presente lavoro impiegando uno 
spettrofotometro Perkin Elmer 5000 e schematicamente rappresentato nella figura 3.2.1a. 
 
 
 
 
Figura 3.2.1.a – Schema tipo di Spettrofotometro ad Assorbimento Atomico 
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Altri metodi d’indagine sono la fluorescenza a raggi X (XRF), che eccita gli elementi 
bombardandoli con raggi X primari rendendoli fluorescenti poiché perdono energia 
sprigionando raggi X secondari a lunghezze d’onda tipiche per ogni elemento. L’analisi 
dell’attivazione strumentale dei neutroni (INAA) consiste nel trasformare isotopi non 
radioattivi in forme instabili e radioattive. I nuclei bombardati emettono raggi gamma che 
rintracciati e misurati permettono la quantificazione di più elementi contemporaneamente. La 
spettrometria accoppiata al plasma (ICP) come la AAS è una spettrometria ottica perché per 
identificare e quantificare gli elementi si utilizzano degli spettri di emissione tipici per ogni 
elemento. 
 
    3.2.2    Preparazione dei campioni ossei 
 
Il campione d’osso su cui si vuol procedere con la lettura degli elementi in traccia deve 
essere debitamente preparato per una corretta analisi, le fasi principali sono: prelievo, pulizia, 
incenerimento e polverizzazione, digestione, diluizione e lettura. Si preferisce lavorare su 
campioni d’osso compatto piuttosto che su quello spugnoso perché quest’ultimo è più 
soggetto ad inquinamento durante la diagenesi post mortem. Dopo aver fatto una pulizia 
della superficie, aver lavato il frammento con acqua bidistillata e averlo messo in vasca ad 
ultrasuoni, il campione è essiccato per una notte in stufa a 100°C per rimuovere l’acqua 
interstiziale ed infine, per eliminare ogni traccia di sostanza organica, viene incenerito in 
muffola a 500/600°C per quattro ore. Le ceneri vengono pesate e trasformate in soluzione 
tramite la digestione con acidi. Il primo attacco è fatto con acido nitrico a circa 120-150°C 
per 15 minuti circa; si lascia raffreddare e poi per il secondo attacco si aggiungono 5 ml di 
acido cloridrico 1 N scaldato per lo stesso tempo a 60/80°C, infine il tutto è portato a volume 
con acqua bidistillata. 
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Tabella 3.2a – Elenco dei  35 campioni sottoposti ad analisi paleonutrizionale. Per ognuno di essi è 
indicato il distretto anatomico su cui si è praticato il campionamento, il sito di provenienza e la datazione. 
La cronologia dei siti è riferita a datazioni su base archeologica. 
 
 
 
CAMPIONI Distretto osseo Sito di provenienza Periodo 
SL  T1 1 femore sn Ospedale di S.Luca Lucca 1500-1700 
SL  T3 22 femore sn Ospedale di S.Luca Lucca 1500-1700 
SL  T3 298 femore sn Ospedale di S.Luca Lucca 1500-1700 
SL  T3 49 femore sn Ospedale di S.Luca Lucca 1500-1700 
SL  T4 121 femore sn Ospedale di S.Luca Lucca 1500-1700 
SL  T4 86 femore sn Ospedale di S.Luca Lucca 1500-1700 
F I 2 pz. diafisi Via Fillungo 40, Lucca Longobardo 
F I 3 pz. diafisi Via Fillungo 40, Lucca Longobardo 
F I 4 falange piede Via Fillungo 40, Lucca Longobardo 
CU T 1 costa Corte delle uova, Lucca Long VI-VII sec d.C 
CU T 2 clavicola Corte delle uova, Lucca Long VI-VII sec d.C 
SP T 1 coste Via S. Paolino, Lucca Longobardo 
GT T 311 diafisi Galli Tassi, Lucca Longobardo 
GT T 314 diaf inf ds Galli Tassi, Lucca Longobardo 
GT T 297 clavicola Galli Tassi, Lucca Longobardo 
GT T 339 clavicola Galli Tassi, Lucca Longobardo 
GT T 349 costa Galli Tassi, Lucca Longobardo 
SG T 1 costa S. Girolamo, città di Lucca Fine I sec. a.C. 
OR 28 1 costa Scavo Ponte Gini Orentano Etrusco 
1 AP  diafisi femore Antro della paura Etruschi liguri 
1 RLC pz. omero Riparo del lauro Candalla Eneolitico/Bronzo 
1 AG diafisi femore sn Grotta del leone (Agnano) Eneolitico 
3 AG diafisi femore sn Grotta del leone (Agnano) Eneolitico 
4 AG diafisi femore sn Grotta del leone (Agnano) Eneolitico 
5 AG diafisi femore sn Grotta del leone (Agnano) Eneolitico 
7 AG diafisi femore sn Grotta del leone (Agnano) Eneolitico 
8 AG diafisi femore ds Grotta del leone (Agnano) Eneolitico 
1 BTM epifisi dist femore Buca Tana di Maggiano Eneolitico 
2 BTM (cranio 3) calotta cranica Buca Tana di Maggiano Eneolitico 
3 BTM (cranio 8) calotta cranica Buca Tana di Maggiano Eneolitico 
4 BTM (cranio 6) calotta cranica Buca Tana di Maggiano Eneolitico 
5 BTM (cranio 12) calotta cranica Buca Tana di Maggiano Eneolitico 
7 BTM (cranio 9) calotta cranica Buca Tana di Maggiano Eneolitico 
1 GC calotta cranica Grotta Calomini Eneolitico 
1 GO frontale Grotta all'onda (Camaiore) Eneolitico 
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3.3    Gli oligoelementi 
 
Gli esseri viventi sono il risultato dell’assemblaggio di composti organici in cui il 
carbonio, l’idrogeno, l’ossigeno e l’azoto sono gli elementi più abbondanti, mentre almeno 
altri 40 sono presenti in piccole o piccolissime quantità, a volte rivelabili solo in traccia, ma 
non per questo meno importanti delle componenti più cospicue. 
Gli elementi meno abbondanti che costituiscono la struttura del corpo umano si possono 
suddividere nei gruppi dei macro e dei micro elementi. Dei primi l’organismo ne necessita in 
quantità relativamente grande nell’ordine del grammo, mentre dei secondi il corpo ne 
richiede piccole aliquote dell’ordine del microgrammo fino a qualche decina di milligrammo. 
I macro elementi sono il sodio, il potassio, il calcio, il fosforo, il cloro, lo zolfo e il magnesio. 
Gli oligoelementi sono il ferro, il fluoro, lo iodio, il nichel, lo stagno, il vanadio, il cromo, il 
molibdeno, il selenio, il cobalto, il manganese, il rame, lo zinco, lo stronzio, il bismuto, il 
litio, l’alluminio, il cadmio e il boro. Gli elementi più indagati nella paleodieta sono quelli 
che entrano nell’organismo per via alimentare e tra questi quelli che permettono di 
diversificare il tipo di dieta e che mantengono una certa stabilità nell’osso anche dopo la 
deposizione; non solo la concentrazione dell’elemento indagato depositato nell’osso deve 
essere tale da poter essere rilevata analiticamente. In relazione all’abbondanza con cui si 
presentano gli elementi si distinguono quelli maggioritari da quelli presenti in traccia. La 
concentrazione dei primi supera lo 0,01% della massa corporea (idrogeno, calcio, fosforo, 
potassio, sodio e magnesio), la percentuale con cui si presentano gli elementi in traccia è 
ovviamente inferiore (Schroeder, 1973). Gli elementi in traccia sono ulteriormente 
classificabili in quattro gruppi (Underwood, 1977): 
 
? essenziali per la dieta 
? poco essenziali 
? non essenziali 
? tossici (Schroeder, 1984) 
 
Il presente studio prende in esame il primo gruppo di elementi, quelli essenziali, dato che 
le loro concentrazioni vengono limitatamente influenzate dalla diagenesi e sono considerati 
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ottimi marcatori della dieta in vita di un individuo. Gli elementi analizzati sono: calcio, 
magnesio, stronzio zinco e rame. 
 
Calcio (Ca) 
Del calcio è doveroso parlarne, sebbene non sia un elemento in traccia, quando si intende 
trattare gli elementi chimici che si depositano nelle ossa, perché esso costituisce la parte 
integrante della matrice ossea. Si tratta di un elemento essenziale per la crescita e la vita del 
tessuto, nell’osso fresco il calcio rappresenta il 20-22% del suo peso, il resto si trova nei 
denti, nei tessuti molli e nel plasma, ed il suo assorbimento varia in relazione all’età e al tipo 
di individuo. Nelle ossa gli elementi si accumulano per scambio ionico con il calcio e post 
mortem la concentrazione di questi mostra una variabilità in funzione del diverso contenuto 
di calcio nei reperti stessi. Durante il periodo di giacitura dello scheletro nel terreno una 
eventuale perdita di calcio si traduce anche in una perdita degli altri elementi. Pertanto è 
necessario, per ogni elemento indagato, calcolare il rapporto matematico tra le 
concentrazioni di questo e quelle del calcio. 
In natura il calcio è un elemento diffusissimo, dal mondo inanimato delle rocce, all’acqua 
agli esseri viventi. Tra gli alimenti, com’è noto, il latte e i suoi derivati ne sono la fonte 
principale. Di calcio ne possiede una certa quantità  anche la soia e i suoi derivati, le noci, il 
prezzemolo, il cavolo e tra i prodotti ittici le sardine. 
 
Stronzio (Sr) 
Malgrado lo stronzio non sia fondamentale per il buon funzionamento dell’organismo è 
uno degli elementi più interessanti nelle ricostruzioni delle paleodiete, perché è altamente 
indicativo del consumo di vegetali e cereali, raggiungendo valori ragguardevoli durante 
l’infanzia, l’adolescenza e per le donne nel periodo della gravidanza e dell’allattamento 
(Sillen et al., 1982). 
Il 99% dello stronzio assunto si deposita nella rete cristallina delle ossa rimanendo stabile 
anche dopo il seppellimento (Comar et al., 1991). 
Lo stronzio entra nella catena alimentare attraverso l’apparato radicale delle piante che 
l’assorbono dal terreno, è quindi fortemente concentrato nei vegetali, in primis in quelli a 
foglia larga e poi nei cereali. Ci si aspetta quindi che la concentrazione di stronzio sia molto 
elevata nelle ossa degli erbivori e in proporzioni minori in quelle degli onnivori e carnivori. 
 88 
Da non scordare è che il livello di stronzio è fortemente influenzato anche dall’assunzione di 
crostacei, molluschi e pesce; una dieta di questo tipo determina un innalzamento del valore di 
stronzio al punto da essere paragonato ai risultati attesi per popolazioni dediti ad agricoltura 
intensiva.  
 
Magnesio (Mg) 
L’utilità del magnesio negli studi di paleonutrizione è legata ai cibi vegetali. 
La quantità media di Mg in un adulto del peso di circa 70 Kg è di 24 g, il 60 % del quale è 
concentrato nelle ossa. Poco meno del 40 % è convogliato nei tessuti e nelle parti molle 
come muscoli, fegato e globuli rossi, mentre il plasma ne contiene solo l’1 % (Underwood, 
1977). 
Tutte le piante verdi sono fonte di magnesio perché è un costituente fondamentale della 
molecola della clorofilla, infatti la carenza di magnesio nel terreno si riflette sulle foglie delle 
piante (spinaci, mais e cipolle) che ingialliscono. Tuttavia, poiché nella clorofilla la 
proporzione del magnesio è solo del 3%, la sua presenza nelle foglie di color verde è 
generalmente sopravvalutata.  Le noci, la frutta secca in genere, la crusca, il cacao, la soia e 
il miglio hanno elevati contenuti di magnesio. Va ricordato che  il lavaggio della verdura e in 
generale la lavorazione (molitura) e la preparazione degli alimenti determina il 
depauperamento dell’elemento. 
Deficit nel quantitativo di magnesio è legato a un prevalente consumo di proteine, grassi e 
alcol, a particolari status quali la gravidanza e il periodo di allattamento ed infine, da non 
sottovalutare, le perdite a livello di sudorazione soprattutto nel caso di sforzi prolungati. 
 
Zinco (Zn) 
L’uomo necessita di circa 2 g di zinco, una quantità così ridotta ma così fondamentale per 
la crescita e lo sviluppo,  metà dei quali sono distribuiti nel sangue, un 30-35 % nelle ossa e 
nella pelle e il rimanente nel pancreas, negli occhi e negli organi sessuali maschili. 
La carenza di zinco si traduce in una minore difesa agli attacchi batterici e virali e 
nell’adulto può determinare alterazioni del senso del gusto, caduta dei capelli, ritardo nella 
cicatrizzazione delle ferite, inappetenza, cecità notturna, ritardo nello sviluppo dei caratteri 
sessuali, disturbi alla prostata e rallentamento nell’attività ormonale dell’ipofisi. E ancora 
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ritardo nella crescita fetale, malformazione del sistema nervoso centrale e dell’apparato 
scheletrico nel caso di deficit durante la gravidanza (Prasad, 1977). 
Le carni, in particolare quelle rosse, sono la fonte più considerevole di zinco così come lo 
sono il latte e i suoi derivati; in misura minore lo si trova anche in piselli, avena, orzo, 
lattuga, spinaci, fagiolini, arachidi, frutta secca ed infine nelle uova, nel lievito di birra e 
nell’acqua di mare (Lambert, 1979; Underwood, 1977; Bisel, 1980; Gilbert, 1985). 
L’organismo assorbe meno efficacemente lo zinco, così come avviene per il ferro, presente 
in legumi e cereali, rispetto a quello di carni, pesci, uova o formaggi. 
L’assorbimento dello zinco può essere limitato dall’ingestione di grandi quantitativi di 
fibre in diete a base di cereali o dalla presenza del fitato, inositolo esafosfato, presente nel 
pane integrale non lievitato che legandosi alo zinco ne diminuisce il suo assorbimento 
(Bartoli et al., 1991; Underwood 1977). E’ l’elemento principe delle diete carnee di cui è 
considerato il marcatore contrapposto allo stronzio che è l’indicatore determinante di una 
dieta vegetale. 
 
Rame (Cu) 
Il rame è un oligoelemento molto importante che partecipa alla formazione e produzione di 
enzimi e anticorpi, infatti ha un’azione antibatterica e antivirale. Il corpo umano ne contiene 
100-150 mg e gli organi nei quali il Cu è presente in maggior concentrazione sono il fegato, 
il cervello, i reni, il pancreas, la milza, il cuore e i polmoni. 
Considerata l’importanza del Cu nell’assorbimento e nella veicolazione del ferro per la 
formazione dell’emoglobina, eventuali carenze comportano stati di anemia. 
Visto che il Cu è contenuto soprattutto negli organi animali è utilizzato come indicatore di 
dieta a base di cibi di origine animale, in particolare di frattaglie, anche se si trova in minore 
quantità pure nei molluschi, nelle mandorle, nelle nocciole, nei cereali, nei legumi, nelle 
cipolle, nelle carote, nel polline e nel cioccolato; i vegetali in generale ne forniscono quantità 
relativamente piccole (Underwood, 1977). 
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3.4    Elaborazione dei dati 
 
Le polveri d’osso  sono state sottoposte a lettura con lo spettrofotometro ed hanno fornito 
le concentrazioni trascritte nelle tabelle riportate nel paragrafo 3.5. Per poter confrontare le 
concentrazioni con gli standard sono state trasformate nell’unità di misura ppm, ovvero parti 
per milione. Il calcolo matematico per la trasformazione delle concentrazioni in ppm varia 
per ogni elemento in quanto per ciascuno di essi cambia il tipo di diluizione. Le tabella 
riportano i valori assoluti di ogni campione, in mg/g per il calcio, e in ppm per gli altri 
elementi. 
 
Calcio (Ca) 
Per la lettura dell’elemento calcio si è dovuti ricorrere a una forte diluizione pari a 1:800. 
Il dato assoluto è dato dal valore della concentrazione riportato dallo spettrofotometro 
moltiplicato per 50, ovvero per il volume in ml del matraccio in cui è stata posta la soluzione 
contenente il campione, moltiplicato per 800 e diviso per il peso in grammi della polvere 
d’osso usata per la digestione. Ed infine, l’ultima operazione di divisione per 1000 è 
necessaria per trasformare la concentrazione in mg/g. 
 
Stronzio (Sr) 
La soluzione è stata diluita 2 volte, la procedura matematica da seguire è la stessa descritta 
per il calcio, modificando il numero della diluizione e omettendo la divisione per 1000 
perché l’unità di misura è il ppm. Lo standard di riferimento dello Stronzio/Calcio corretto è 
0.57. 
 
Magnesio (Mg) 
La procedura matematica da applicare è quella usata per lo stronzio cambiando il numero 
della diluizione che è stata di 20 volte anziché di due. Il valore di riferimento standard del 
Magnesio/Calcio è tra 8 e 13. 
 
Zinco (Zn) e Rame (Cu) 
La lettura degli elementi metallici è di tipo diretto, la soluzione non viene diluita, quindi il 
valore letto dallo spettrofotometro è semplicemente moltiplicato per 50, il volume del 
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matraccio e diviso per il peso in grammi del campione analizzato. Gli standard di riferimento 
dello Zinco/Calcio e del Rame/Calcio sono rispettivamente 0.60 e 0.08-0.20. 
 
Per ciascun gruppo e per ciascun elemento chimico indagato sono stati calcolati i rapporti 
elemento/calcio, e da questi il valore medio e la deviazione standard. Utilizzando il 
programma STATISTICA per discipline bio-mediche versione 1.0 (Stanton, 1988) è stata 
sondata l’affinità tra i gruppi, in particolare tra quello degli eneolitici e i campioni del 
periodo longobardo,  con il test della t di Student. Il t-test consente di fare confronti tra due o 
più entità in termini di probabilità determinandone la somiglianza o la differenza, sulla base 
del numero dei casi, della media e della deviazione standard di ogni gruppo. La 
significatività è fissata a valori minori o uguali al 5%. Più la percentuale supera questo valore 
più i gruppi tendono ad assomigliarsi. 
 
    3.4.1    Riconoscimento della dieta 
 
L’applicazione della tecnica degli elementi in traccia alla porzione compatta dell’osso 
permette di ricostruire il tipo di alimentazione prevalente dell’individuo negli ultimi cinque 
anni di vita; analizzando invece la parte spugnosa dell’osso è possibile comprendere le 
abitudini alimentari dell’individuo nei suoi ultimi mesi di vita. Gli studi condotti sugli 
elementi in traccia nell’osso di gruppi umani antichi (Turekian et al., 1956) e di popolazioni 
attuali hanno permesso di fissare dei valori che discriminano il tipo di dieta.  
Per il rapporto Sr/Ca è stato fissato il valore di 0,57 ppm (Tab. 3.4.1a), per il rapporto 
Zn/Ca la soglia è fissata a 0,60 ppm (Tab. 3.4.1b), mentre per i rapporti Mg/Ca e Cu/Ca la 
stima del tipo di dieta viene fatta rispetto ai valori medi come in Tabella 3.4.1c. Da questi 
valori di soglia è quindi possibile individuare l’incidenza di un determinato gruppo di 
elementi nella dieta di uno o più individui. Sulla base dei range riportati nelle tabelle è stato 
possibile identificare il tipo prevalente di dieta per ogni singolo gruppo. 
I marcatori ossei utilizzati più comunemente per indicare una dieta a base di vegetali e 
cereali sono stronzio, bario e magnesio perché tendono a essere presenti nelle ossa degli 
erbivori in quantità elevate mentre sono limitate in quelle dei carnivori. Sono invece validi 
marcatori della dieta carnea zinco e rame. 
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L’attendibilità dei dati è determinata dalla standardizzazione del valore, cioè ogni 
elemento dove essere rapportato al calcio. La concentrazione di un dato elemento in uno 
stesso individuo è sempre in relazione con il calcio, essi mantengono un rapporto costante 
anche dopo la giacitura, questo significa che  durante la permanenza delle ossa nel terreno di 
sepoltura una perdita di calcio comporta una perdita anche degli altri elementi. 
 
 
 
Valori in ppm Tipo di dieta 
> 0,57 Dieta ricca in vegetali 
0,40 - 0,57 Dieta mista 
< 0,40 Dieta povera in vegetali 
 
Tabella 3.4.1a - Parametri di riferimento per il rapporto Sr/Ca. 
 
 
 
Valori in ppm Tipo di dieta 
> 0,60 Dieta ricca in proteine 
0,35 - 0,60 Dieta mista 
< 0,35 Dieta povera in proteine 
 
Tabella 3.4.1b - Parametri di riferimento per il rapporto Zn/Ca. 
 
 
 
         Mg/Ca                             Cu/Ca 
           8 - 13                            0,08 - 0,20 
 
Tabella 3.4.1c - Parametro di riferimento per il rapporto Mg/Ca e Cu/Ca. 
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3.5    Risultati 
 
Di seguito sono riportate le tabelle con i valori assoluti in ppm ottenuti dalle analisi degli 
elementi in traccia e i rapporti elemento/calcio, media e deviazione standard per ciascun 
gruppo e per ogni elemento esaminato. 
 
   3.5.1    Eneolitico 
 
L’economia agricola neolitica è integrata nell’Eneolitico da una dieta mista, in cui la 
pastorizia gioca un ruolo importante, così come è attestano dalle testimonianze faunistiche 
rinvenute in grotte (Cazzella et al, 1992)  e dal ritrovamento di punte di freccia che furono 
associate a una possibile attività venatoria. 
 
 
 
 CAMPIONE Ca mg/g Zn Sr Mg Cu 
1 Grotta del Leone 1 518 183 199 928 4 
2 Grotta del Leone 3 355 89 177 992 8 
3 Grotta del Leone 4 395 113 63 868 4 
4 Grotta del Leone 5 391 99 225 992 3 
5 Grotta del Leone 7 393 93 132 1106 4 
6 Grotta del leone 8 385 99 153 887 -3 
7 Buca Tana di Maggiano 1 369 94 130 611 1 
8 Buca Tana di Maggiano 2 365 158 145 714 10 
9 Buca Tana di Maggiano 3 364 99 145 688 4 
10 Buca Tana di Maggiano 4 451 96 101 754 2 
11 Buca Tana di Maggiano 5 427 92 92 924 4 
12 Buca Tana di Maggiano 7 382 110 144 760 10 
13 Grotta Calomini 1 453 120 101 547 -4 
14 Grotta all’Onda 1 417 27 158 959 1 
15 Riparo del Lauro 378 117 153 226 14 
 
Tabella 3.5.1a – Valori assoluti in ppm ottenuti dall’analisi dei reperti ossei Eneolitici. 
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 CAMPIONE Zn/Ca Sr/Ca Mg/Ca Cu/Ca 
1 Grotta del Leone 1 0,35 0,38 1,79 0,01 
2 Grotta del Leone 3 0,25 0,50 2,80 0,02 
3 Grotta del Leone 4 0,29 0,16 2,20 0,01 
4 Grotta del Leone 5 0,25 0,58 2,54 0,01 
5 Grotta del Leone 7 0,24 0,33 2,81 0,01 
6 Grotta del leone 8 0,26 0,40 2,30 0 
7 Buca Tana di Maggiano 1 0,26 0,35 1,66 0,00 
8 Buca Tana di Maggiano 2 0,43 0,40 1,95 0,03 
9 Buca Tana di Maggiano 3 0,27 0,40 1,89 0,01 
10 Buca Tana di Maggiano 4 0,21 0,22 1,67 0,00 
11 Buca Tana di Maggiano 5 0,22 0,22 2,16 0,01 
12 Buca Tana di Maggiano 7 0,29 0,38 1,99 0,02 
13 Grotta Calomini 1 0,26 0,22 1,21 0 
14 Grotta all’Onda 1 0,06 0,38 2,30 0,00 
15 Riparo del Lauro 0,31 0,40 2,45 0,04 
 Media 0,26 0,36 2,12 0,01 
 STD 0,08 0,11 0,44 0,01 
 
Tabella 3.5.1b – Risultati ottenuti dall’analisi dei resti ossei Eneolitici. 
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0,24 0,34
2,05
0,01
0
1
2
3
4
5
6
7
8
9
Grotta del leone Buca Tana di
Maggiano
Grotta Calomini Grotta all'Onda Riparo del lauro Eneolitici Lucca

 Zn/Ca

 Zn/CaStd (0,60)

 Sr/Ca

 Sr/CaStd (0,57)
 Mg/Ca  Mg/CaStd (8,86)  Cu/Ca  Cu/CaStd (0,20)
 
Tabella 3.5.1c – Confronto tra gli standard, i risultati medi e i valori elemento/calcio degli 
individui Eneolitici provenienti dalle diverse grotte del territorio. 
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Considerando i valori medi ottenuti ed espressi in ppm in rapporto agli standard (Tab. 
3.5.1c) si può ipotizzare che la dieta fosse molto povera, l’apporto di tutti gli elementi è sotto 
i valori standard. I risultati  ottenuti nei diversi siti sono in sintonia (ad esclusione del 
campione 14 il cui valore assoluto di Zn è assai basso), esprimono un tipo di alimentazione 
povera in cui predomina l’apporto vegetale e cerealicolo su quello carneo.   
I valori medio-bassi di Cu sono coerenti con quelli bassi dello Zn e testimoniano un 
apporto scarso di frattaglie, interiora e carne in genere. Il minimo apporto della componente 
proteica suggerisce che non fosse consono al fabbisogno quotidiano.  In rapporto ai valori 
discreti di Sr predomina l’assunzione di prodotti vegetali, probabilmente ittici e sicuramente 
cerealicoli. 
 In particolare si sono messi in relazione con il t-test i campioni di Grotta del Leone con 
quelli della Buca Tana di Maggiano evidenziando  similarità, per quanto riguarda i rapporti 
Zn/Ca, Sr/Ca e Cu/Ca, e significatività (P= 0,015) per il rapporto Mg/Ca legata alla maggiore 
assunzione di cereali negli individui della Grotta del Leone. Grano e orzo erano sicuramente 
presenti nella zona, si ricorda infatti l’importante testimonianza di culti neolitici legati alle 
attività agricole. Grano e orzo bruciati furono rinvenuti in un focolare nella camera 
principale della grotta (D’Amato Avanzi, 1953). 
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Tabella 3.5.1d – Confronto tra gli standard e i valori medi elemento/calcio degli Eneolitici 
‘lucchesi’ con campioni provenienti da altri siti coevi e con campioni del Neolitico e del Bronzo antico. 
 
 
I valori medi dei campioni ‘lucchesi’ ottenuti sono chiaramente inferiori a quelli osservati 
in altri siti coevi (Tab. 3.5.1d), ma è da notare che le loro medie dei valori dei rapporti, a 
parte quello Zn/Ca dell’individuo rinvenuto nella Grotta all’Onda, sono più o meno 
omogenei.  
In tabella 3.5.1d sono stati messi a confronto i valori medi elemento/calcio di campioni 
provenienti da siti diversi relativi al Neolitico, all’Eneolitico e al Bronzo antico, per 
osservare la tendenza dei rapporti nell’arco temporale. Il trend che si osserva è la 
diminuzione graduale del Sr/Ca e una tendenza all’aumento dei valori del Zn/Ca dal 
Neolitico al Bronzo antico. Il quadro Eneolitico mostra una predominanza degli apporti 
vegetali e cerealicoli in accordo con il periodo precedente. Il spiccato carattere agricolo 
dell’economia neolitica si mantiene nell’Eneolitico, sebbene sia già evidente la propensione 
al pastorale, che è ben rappresentato nei due campioni del Bronzo antico. Il passaggio dal 
Neolitico all’Eneolitico conserva lo stesso tipo di dieta, anche se in alcuni siti si notano 
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apporti carnei consistenti e un avvicinarsi alle abitudini alimentari dell’età del Bronzo in cui 
l’attività della pastorizia prende piede. Nel periodo Eneolitico si praticava già la pastorizia, 
ed infatti, i valori carnei sono tendenzialmente buoni, se si esclude il campione ‘lucchese’. 
 
    3.5.2    Etruschi e I secolo a.C. 
 
 CAMPIONE Ca mg/g Zn Sr Mg Cu 
1 Orentano 281 367 167 379 1435 13 
2 Antro della Paura 1 351 384 111 726 11 
 
Tabella 3.5.2a – Valori assoluti ottenuti in ppm dall’analisi dei reperti ossei Etruschi. 
 
 CAMPIONE Zn/Ca Sr/Ca Mg/Ca Cu/Ca 
1 Orentano 281 0,46 1,03 3,91 0,03 
2 Antro della Paura 1 1,09 0,32 2,07 0,03 
 
Tabella 3.5.2b – Risultati ottenuti dall’analisi dei resti ossei Etruschi. 
 
Le risorse alimentari nel mondo Etrusco erano legate all’agricoltura ed in modo cospicuo 
ad attività quali l’allevamento, l’uccellagione, la caccia e la pesca; pratiche tra l’altro 
documentate nelle pitture tombali, nell’arte mobiliare e nelle fonti storiche (Bartoli et al., 
1995; Barbieri, 1987; Cristofani, 1987). Considerando i bassi valori ottenuti per il magnesio, 
essi indicano evidentemente uno scarso contributo di vegetali e soprattutto di prodotti 
cerealicoli nella dieta.  
I risultati disomogenei, a parte il rapporto Mg/Ca, per le analisi relative ai due campioni 
provenienti da siti tipologicamente molto diversi, propendono per una dieta di tipo misto con 
prevalente apporto di vegetali nell’individuo 1; i valori ottimali di Zn, Sr, Cu e quello medio 
per Mg testimoniano una dieta equilibrata. Per l’individuo 2 i valori medio-basso di Mg, 
basso di Sr e notevolmente alto di Zn (forse condizionato dalla diagenesi) indicano una dieta 
molto ricca in proteine animali e piuttosto povera in vegetali.  
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Con un solo individuo a disposizione, ben poco si può dire della dieta in epoca romana. Ad 
ogni modo i valori ottenuti s’accordano bene con i valori che ci si aspettava, ossia un valore 
consistente del rapporto Sr/Ca legato probabilmente al nuovo tipo di economia introdotta 
dalla romanizzazione; e cioè ad una campagna bonificata e ordinatamente organizzata atta 
alle pratiche di coltivazione, quali l’agricoltura e l’arboricoltura. La dieta di questo individuo 
annovera sia un cospicuo apporto di carne, frattaglie e legumi rappresentato da alti valori di 
zinco e rame, sia da un contributo altrettanto buono di vegetali. L’alto valore di Sr 
presuppone anche una dieta ittica (pesci di piccola taglia e molluschi). Il valore Mg/Ca 
suggerisce pure un apporto di cereali. 
 
 
 CAMPIONE Ca mg/g Zn Sr Mg Cu Zn/Ca Sr/Ca Mg/Ca Cu/Ca 
1 San Girolamo 1 395 340 233 1267 91 0,86 0,59 3,21 0,23 
 
Tabella 3.5.2d – Valori ottenuti dall’analisi dell’individuo romano. 
  
     3.5.3    Secoli V  - VII d.C. 
 
 CAMPIONE Ca mg/g Zn Sr Mg Cu 
1 v. Fillungo 2 416 255 273 1153 69 
2 v. Fillungo 3 353 165 160 1220 38 
3 v. Fillungo 4 336 324 201 1657 212 
4 Corte delle Uova 1 357 331 203 1353 43 
5 Corte delle Uuova 2 359 248 171 1286 17 
6 San Paolino 1 345 278 264 1321 32 
7 Galli Tassi 311 546 452 222 2131 179 
8 Galli Tassi 314 401 426 237 1958 312 
9 Galli Tassi 297 426 455 258 2064 765 
10 Galli Tassi 339 322 363 165 3046 384 
11 Galli Tassi 349 383 854 223 3533 632 
 
Tabella 3.5.3a – Valori assoluti in ppm ottenuti dall’analisi dei reperti ossei Longobardi. 
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 CAMPIONE Zn/Ca Sr/Ca Mg/Ca Cu/Ca 
1 v. Filungo 2 0,61 0,66 2,77 0,17 
2 v. Filungo 3 0,47 0,45 3,46 0,11 
3 v. Filungo 4 0,96 0,6 4,93 0,63 
4 Corte delle Uova 1 0,93 0,57 3,79 0,12 
5 Corte delle Uuova 2 0,69 0,48 3,58 0,05 
6 San Paolino 1 0,81 0,77 3,83 0,09 
7 Galli Tassi 311 0,83 0,41 3,91 0,33 
8 Galli Tassi 314 1,06 0,59 4,89 0,78 
9 Galli Tassi 297 1,07 0,61 4,85 1,8 
10 Galli Tassi 339 1,13 0,51 9,46 1,19 
11 Galli Tassi 349 2,23 0,58 9,22 1,65 
 Media 0,98 0,57 4,97 0,63 
 STD 0,46 0,1 2,26 0,65 
 
  Tabella 3.5.3b – Risultati ottenuti dall’analisi dei resti ossei Longobardi. 
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0,98
0,57
4,97
0,63
0,00
1,00
2,00
3,00
4,00
5,00
6,00
7,00
8,00
9,00
v. Fillungo Corte delle Uova San Paolino Galli Tassi Longobardi
Lucca

 Zn/Ca

 Zn/CaStd (0,60)

 Sr/Ca

 Sr/CaStd (0,57)
 Mg/Ca  Mg/CaStd (8,86)  Cu/Ca  Cu/CaStd (0,20)
 
 
Tabella 3.5.3c – Confronto tra gli standard, i risultati medi ed i valori elemento/calcio degli individui 
Longobardi provenienti dai diversi siti di sepoltura intramoenia. 
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Completamente diversi erano il mondo ‘barbaro’ da quello romano sia nei valori culturali 
che nelle attività produttive. Se i romani non avevano  mostrato grande apprezzamento per la 
natura incolta, le tribù germaniche invece avevano l’inclinazione allo sfruttamento degli 
spazi vergini con la raccolta dei frutti selvatici, la caccia, la pesca e l’allevamento nei boschi, 
specialmente di maiali, ma anche di bovini ed equini. Com’è noto la carne era l’alimento 
principe (Montanari, 1993). 
Considerevoli sono i valori ottenuti dai rapporti Zn/Ca e Cu/Ca (Tab. 3.5.3b e 3.5.3c). Una 
dieta mista completa con un preponderante apporto carneo è il quadro che le analisi 
paleonutrizionali restituiscono. In particolare balzano all’attenzione i rapporti Zn/Ca degli 
inumati 3, 7, 8, 9, 10 e 11, e di questi pure i valori di Cu/Ca che sono indubbiamente alti e 
che indicherebbero una dieta a base di cibi di origine animale, ma anche probabilmente una 
fonte di inquinamento della matrice ossea, ad esempio determinata dalla presenza di corredi 
funerari. I valori dei campioni eccessivamente alti sono tutti (ad esclusione del campione 3) 
provenienti dal Complesso Galli Tassi, per cui è logico sospettare un’ alterazione del dato 
legato alla diagenesi (terreno, struttura tombale, corredo); così si spiegherebbe la grande 
differenza rispetto ai valori ottenuti negli altri siti, per altro spazialmente vicini, tutti 
intramoenia. Se non si considerassero i valori per questi sei individui, la media Cu/Ca 
rientrerebbe nel valore soglia di 0,10 mentre quella Zn/Ca sarebbe di 0,70; entrambi i valori 
indicano assunzione di carni rosse, latte e derivati e di frattaglie. La media così calcolata del 
Zn/Ca tende ad avvicinarsi di più ai valori di alcuni siti coevi riportati in letteratura, per la 
gran parte vicini o al di sopra del valore standard (cfr. ‘longobardi non inquinati’ in Tab. 
3.5.3d).  
Valori medio alti del rapporto Sr/Ca  testimoniano l’assunzione di vegetali e cereali e pure 
di noci, frutta secca in genere (Mg/Ca). Questo dimostra che anche i germani consumavano 
cereali, pappe d’avena e focacce d’orzo; come del resto anche i romani si cibavano di carne 
di porco (Montanari, 1993). Un duplice processo di avvicinamento si verificò tra la 
popolazione in loco e i nuovi arrivati consentendo l’integrazione tra i diversi sistemi di vita e 
di produzione.  
I risultati ottenuti dai campioni recuperati nella città di Lucca riferibili ai secoli V-VIII 
d.C. rientrano nel conteso dei siti di epoca longobarda messi a confronto, a conferma della 
prevalenza  di apporti carnei fronteggiati bene da quelli vegetali/cerealicoli (Tab. 3.5.3d). 
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Tabella 3.5.3d – Confronto tra i valori medi elemento/calcio del gruppo Longobardi ‘lucchesi’ e 
Longobardi ‘lucchesi non inquinati’ con campioni provenienti da altri siti coevi. 
 
 
    3.5.4    Secoli XVI  - XVIII d.C. 
 
Nel Medioevo si mangiava in maniera diversa non solo a seconda dei secoli, ma anche a 
seconda dei luoghi, dei livelli socioculturali, dei momenti e delle occasioni. Il tipo di 
sussistenza dell’alto Medioevo è ben diverso da quello che si delinea negli ultimi secoli di 
questo periodo (XIV – XV secolo). Infatti, da un’economia agro-silvo-pastorale, praticata 
per un consumo diretto, si passa ad un tipo di sussistenza basata fortemente sull’agricoltura, 
ed in particolare sulla produzione di cereali, alimento ad alto rendimento e quindi 
accumulabile. Questa svolta economica fu determinata da due esigenze primarie: la crescita 
demografica, che comportava una maggiore richiesta alimentare e la richiesta da parte dei 
proprietari terrieri di ottenere di più dai loro possedimenti (Montanari, 1997a).  In pieno 
Medioevo si va approfondendo il divario tra il regime alimentare dei contadini e quello dei 
ceti benestanti. La specializzazione della dieta contadina nel consumo di cereali, ortaggi e 
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legumi e quindi la divaricazione dei regimi alimentari delle diverse classi sociali non si 
limitarono al tardo Medioevo, ma proseguirono e si accentuarono per tutta l’epoca moderna 
tanto da far assurgere il cibo a status symbol. Tanto che mangiare certe cose non fu più una 
scelta, ma il segno di una identità sociale. “Bisogna mangiare secondo la propria qualità”, 
come affermavano tutti i medici da Ippocrate in poi (Montanari, 1997b), ed infatti, per i 
gentiluomini erano consigliati cibi ricercati ed elaborati, mentre allo stomaco dei contadini si 
addiceva un mangiare comune. A dimostrazione di questa convinzione, si ricordi la storia di 
Bertoldo di Giulio Cesare Croce (1550 – 1609), nel quale si narra che Bertoldo morì tra 
atroci dolori, perché venne curato con cibi rari e raffinati, inadatti al suo stomaco di 
contadino. Egli infatti, volendo seguire la sua natura, continuava a chiedere “che gli 
portassero una pentola di fagioli con la cipolla dentro, e le rape cotte sotto la cenere” 
(Montanari, 1997b). 
 
 
 CAMPIONE Ca mg/g Zn Sr Mg Cu 
1 San luca 11 347 155 190 940 15 
2 San luca 322 345 143 153 1199 21 
3 San luca 3298 333 120 116 1700 0 
4 San luca 349 378 107 147 1004 16 
5 San luca 4121 437 103 203 1182 25 
6 San luca 486 375 215 203 1049 0 
 
Tabella 3.5.4a – Valori assoluti in ppm ottenuti dall’analisi dei reperti ossei Rinascimentali. 
 
 CAMPIONE Zn/Ca Sr/Ca Mg/Ca Cu/Ca 
1 San luca 11 0,45 0,55 2,71 0,04 
2 San luca 322 0,41 0,44 3,47 0,06 
3 San luca 3298 0,36 0,35 5,11 0,0 
4 San luca 349 0,28 0,39 2,66 0,04 
5 San luca 4121 0,24 0,46 2,7 0,06 
6 San luca 486 0,57 0,54 2,8 0,0 
 Media 0,39 0,45 3,24 0,03 
 STD 0,12 0,008 0,96 0,04 
 
Tabella 3.5.4b – Risultati ottenuti dall’analisi dei resti ossei Rinascimentali. 
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Dall’analisi paleonutrizionale si evince che il campione in esame aveva un’alimentazione 
di tipo misto con discreto apporto di vegetali e cereali, simile, per quanto riguarda il rapporto 
Zn/Ca, a quello calcolato per gli inumati dell’Ospedale di Santa Maria della Scala di Siena, 
per i quali l’insufficiente assunzione di proteine animali è spiegata con un preferenziale 
consumo di carni bianche piuttosto che rosse. Quelle bianche erano consumate dalle persone 
sane ma soprattutto dagli infermi, così come credeva la medicina del tempo e com’è 
testimoniato dai documenti dello Spedale. Il santa Maria della Scala nacque anch’esso con la 
funzione dell’ospitalità offerta ai pellegrini in viaggio allargando le sue mansioni offrendo 
cure ai malati, ai poveri e ai bambini abbandonati (Bonafede, 2004).  Quindi la dieta dei 
campioni provenienti da San Luca annoverava apporti vegetali medi, con la predominanza di 
quelli cerealicoli, e apporti carnei tendenzialmente bassi. Ad indicare un consumo maggiore 
di cereali rispetto agli altri vegetali è il valore tendenzialmente alto di Mg, e pure il curioso 
caso dei valori assoluti letti per l’individuo 3. In questo campione è stato registrato il valore 
più basso di Sr, a questo risultato corrisponde un valore molto alto di Mg; è curioso notare 
che risulta essere quello maggiore tra  quelli letti negli altri campioni.   
E’ importante ricordare che l’arrivo di nuovi prodotti alimentari dalle Americhe (patate, 
pomodori e mais) inizia proprio in questi secoli, anche se impiegheranno ben tre secoli 
(XVIII – XIX secolo) per entrare a pieno titolo nell’alimentazione quotidiana degli europei 
dell’età moderna. Questo ritardo nell’uso dei nuovi cibi si deve probabilmente alla difficoltà 
per questi alimenti ad entrare a far parte degli equilibri alimentari europei, che continuavano 
a seguire un regime dietetico di derivazione medievale. I primi approcci con questi prodotti 
risalgono in occasione di situazioni di stress alimentare dovute all’insufficienza produttiva, 
quindi alle carestie e alle pestilenze. Ed infatti, in occasione della crisi della metà e fine del 
XVI secolo causata dalle carestie, che si iniziò a coltivare, seppure in quantità minima, il 
mais ed il grano saraceno, benché la loro diffusione risalga al XVIII secolo.  
Quindi valori discreti di Mg a cui corrispondono valori di Sr, tali da far ipotizzare un 
consumo maggiore di cereali rispetto al resto dei vegetali, è conforme alla diffusione dei 
nuovi prodotti alimentari e alle problematiche del periodo. Si ricorda, ad esempio, che alla 
crisi del XVI secolo è da ricondurre la diminuzione dell’apporto carneo nella dieta degli 
italiani e degli europei, che venne sostituito da un consumo maggiore di pane (Montanari, 
1997b). 
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Dalla visione dell’istogramma che segue (Tab. 3.5.4c) si nota che i dati dei campioni 
‘lucchesi’ sono in sintonia con quelli provenienti dai siti coevi, non tanto nei valori, che nel 
nostro campione si collocano sotto gli standard, quanto nell’equilibrio tra i valori dei rapporti 
Zn/Ca e Sr/Ca. Questo equilibrio si traduce in una dieta di tipo misto, a parte i casi di 
Comiso e di Santa Maria della Scala dove il consumo vegetale prevale di gran lunga su 
quello carneo. 
 
Tabella 3.5.4c – Confronto tra i valori medi elemento/calcio dei ‘lucchesi del XVI-XVIII sec. d.C.’ 
con campioni provenienti da altri siti coevi. 
 
 
3.6    Discussione 
 
Di seguito si presentano due grafici riassuntivi delle analisi, sui resti ossei rappresentativi 
per ciascun periodo storico, dei due oligoelementi maggiormente indicativi per il tipo di 
dieta. Basandosi su questi due elementi si è tentato di classificare la dieta dei campioni 
antichi in: agricola (alti valori di Sr), mista (valore intermedio di Sr) e pastorale (basso valore 
di Sr); ed infine, in ricca o povera di alimenti di origine animale (concentrazione ossea di Zn 
rispettivamente elevata e bassa) (Bartoli et al., 1996). Il quadro dell’alimentazione eneolitica 
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risulta essere molto povero, di mera sussistenza, quello etrusco invece mostra una dieta di 
tipo pastorale/misto ricca in apporti proteici. La dieta romana appare mista e ricca così come 
quella longobarda notoriamente legata all’uso abbondante di carni rosse. Mentre la dieta 
rinascimentale è piuttosto povera, di tipo misto/pastorale (Tab. 3.6a). I due gruppi 
numericamente più rappresentati si sono messi a confronto con il t-test. Il risultato, calcolato 
sui rapporti elemento/calcio tra il gruppo degli eneolitici e quello dei longobardi, dà per tutti 
i rapporti una probabilità nettamente inferiore a 0,05, per cui i due gruppi sono significativi, 
ovvero diversi nel tipo di alimentazione, come ci si aspettava, e com’è rappresentato nel 
grafico. Tra gli altri gruppi invece la minor varietà delle diete non è tanto da imputare alla 
presenza o all’assenza di un certo alimento, perché altrimenti risulterebbe che tutti più o 
meno mangian un po’ di tutto, quanto nel valutare l’importanza del ruolo dei singoli prodotti 
nel regime alimentare legato alla capacità di intervenire attivamente alla produzione del cibo 
e al contesto culturale. 
 
 
 
Tabella 3.6a – Concentrazioni relative dello Zinco e dello Stronzio dei gruppi umani studiati in 
relazione al tipo di dieta.  
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Nella tabella 3.6b è riprodotto il grafico che mostra i confronti tra i valori standard con i 
rapporti medi elemento/calcio calcolati sull’intera campionatura.  Il grafico permette di 
sintetizzare quanto è emerso e di comprendere, pur nella variabilità dovuta all’esiguità 
numerica dei campioni, quanto ciascun gruppo tende più o meno al valore standard ottimale.  
L’ampio arco di tempo preso in considerazione ha il suo picco massimo nel periodo 
romano sia per lo zinco che per lo stronzio. A partire dall’Eneolitico si assiste a un graduale 
e lento crescere degli apporti alimentari sino al I sec. a.C., dopo il quale, invece, si inverte la 
tendenza assistendo ad un lento ma graduale decadimento alimentare sino al basso 
Medioevo/Rinascimento. Malgrado il limite di questa analisi, cioè lo scarso numero di 
campioni per periodo, i risultati sono confortevoli, perché ad esclusione degli eneolitici la cui 
dieta risulta essere sotto la media, la dieta desunta per ogni epoca rientra nei range dei valori 
ritrovati in letteratura.  Gli elementi in traccia confermano un quadro alimentare in sintonia 
con quelle che sono le conoscenze preistoriche e storiche. Perciò l’andamento 
paleoalimentare dell’area lucchese segue nel tempo le linee evolutive comuni della storia 
dell’alimentazione italiana dall’antico ai tempi più recenti. 
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 Tabella 3.6b – Rapporti medi elemento/calcio e relativi standard. 
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